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[緒言]
1型ア レルギー反 応 にお け る最 も特 徴 的な現 象 は、lgεの関与 した抗原抗 体反
応 に よる肥 満細胞 か らのhistamineを始め と しだ種 々なchemicalmediatorsの
遊離 反応 で ある。 肥満細 胞 の細胞膜 表面 には、IgEのFc部 分 と特 異的 に結 合 す
るreceptor(FcεR)が存 在 し、FcERに 結 合 しだIgEが 抗原 を認 識 す ることで、
最終 的 にはhistamine遊離 に まで至 る一連 の反 応 が開始 され る。細 胞膜表 面で の
抗原の 認識 に続 き、抗 原認 識 の情報 は、細 胞膜 を介 して細胞 内へ と伝 達 され て い
くと考 え られて いる。 肥満 細 胞の細胞 膜表 面 に存 在 す るFcεRは 、細胞 膜 リン脂
質二重 層 を貫通 す るよ うに して膜 に存 在 して い ることが報告 され てお り[1]、抗 原
抗体反 応の 結果、FcεRは 側 方移動 してaggregationやcrosslinkingを生 じる
と考 え られて い る[2]。細胞 膜 リン脂質 二重層 は リン脂 質 とコ レステロール か らな
る液 晶状態 と して存在 し、 流 動 的な性質 を して いる ことは よ く知 られて お り[3]、
FcεRの側方移 動 には、 この様 な リン脂質二 重層 の物理 的な性質 が関与 して い る
もの と考 え られ る。 まだ、 肥満細 胞 に おいて、histamine遊離刺 激条件下 に、 膜
電位及び膜抵抗が低下し、細胞膜の透過性が上昇することも報告されている[4]。
これ らの所 見か ら、 肥満細 胞 か らのhistamine遊離 に は、 細胞膜 の物理 的性 質 が
重要 な役割 を担 って いる ことが推察 され る。 この様 な細 胞膜 に生 じる膜 物性の 変
化 に伴 って 、細胞外ionの 細 胞 内への流 入や、 細胞 膜 に存 在 す る膜結合性 酵素 類
の活性 化が 生 じるもの と考 え られ る。細 胞膜 を介 す る情報伝 達機構 に関与 しだ細
胞膜 での生 化学 的な反応 と して、 リン脂 質代謝 の亢進 が知 られ てい る。 これに は
phosphatidylinositol(PI)代謝 回転(PIturnover)の亢進[5]、リン脂質 メチル
化反 応[6]、phospholipaseA2(PLA2)活性化[6]などが報告 されてい る。PI
turnoverの亢 進 は、 細胞内 のCa貯 蔵部 位(Castore)に作用 してCaionを 放
出 させ るinositol-1,4,5-trisphosphate(IP3)を生 成 す ると言 われて い る[5]。
まだ、PLA2の活性化 は、leukotrienesやProstaglandinsの前駆物質 とな る
arachidonicacid(AA)を遭 離 させ る為 、その生 理的意 義が注 目されてい る。 一
方、 リン脂 質 メチル化反応 は、その 理論 展開 におけ る矛 盾が 既 に指摘 されつ つ あ
り、 この反 応 には否定 的な 報告 がな されて きて いる[7,8,9]。抗原抗体反 応 や
compound48!80,substancePのようなhistamine遊離 物質 に よる肥満細 胞 か ら
のhistamine遊離反応 は極 めて速や か に進 行す る反 応 で あ り、数秒以 内にpla-
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teauに達 す ることが知 られ てい る[10,11,12]。この際 に、histamineは顆粒 の
脱 出に先行 して細 胞外 に遊離 され ることも報 告 されて いる[13]。この様な速 や か
なhistamine遊離 反応 にお いて、 その反応 の 開始 を制 御 す る機 構 を何 段階 にもわ
たる複 雑 な酵素反 応 に求 め る ことは無 理が あ ると言 う指摘 がな されてお り[7]、現
在の所 、histamine遊離反 応 の初期過程 を完 全に説 明 し得 る説 は提 出され ていな
い。
この様 に、histamine遊離反応 開始の場 で あ る細 胞膜 に おけ る反応機構 の解 析
に は、未 だconsensusが得 られて いない部分 が多 いが、情 報伝達 の場 と して、 ま
た、細胞膜 におけ る酵 素反応 の場 として、 細胞膜 リン脂質二 重層 の重要性 は疑 う
余 地 がな い。 事実、 リン脂 質二重層 の様 々な物理 的性質 が、 細胞膜 におけ る酵 素
活 性の調節 に大 き く関与 して いる ことはよ く知 られて いる[14]。細 胞膜の物 理 的
な性質 を記 述 す る上 で最 も重 要なparameterは、 細胞 膜の流 動性 と透 過性 であ る
と考 え られ る。 しか し、 肥満細 胞か らのhistamine遊離 反応 の際 に、 細胞膜の 透
過性 が上昇 す る ことは知 られて いるものの、細 胞膜 の流動性 が どの様 に変化 す る
かにつ いて は、直接 測定 しだ報 告 はな い。特 に、細胞膜 リン脂質 二重層 の物理 的
性質 に及 ぼすhistamine遊離 刺激 の影 響 につ いては、 これ まで殆 ど知 られて いな
い。 この様 な観点 か ら、本 研究 で は、先 ずhistamine遊離 に伴 う肥満細 胞の膜 流
動性 の変化 につ いて検討 した。次 いで、 リン脂質 とcholesterolのみ か らな るモ
デル膜系 を用 い、抗原 抗体 反応或 はhistamine遊離 物質 に よって惹起 され る細胞
膜流動性 及び 透過性 の変化 について検討 した。
肥満細胞 か らのhistamine遊離 を抑制 す る薬物 が抗 ア レルギ ー薬 と して開発 さ
れて お り、 臨床 に おいて も広 く使用 され てい る。 しか し、 抗 ア レルギ ー薬 が どの
様 な機序 で肥満細 胞か らのhistamine遊離 を抑制 す るか につ いては、 まだ不明 の
点 が多 い。 本研究 において は、細胞膜 リン脂質 二重層 の物理 的性質 に及 ぼす抗 ア
レル ギー薬 の作用 を解析 す る ことによ り、細胞 膜 を介 し炬情 報伝達機 構 に及ぼ す
抗 ア レルギ ー薬の 効果 につ いて検討 し泛。
肥満細 胞 か らのhistamine遊離反応 で は、細 胞膜 におけ る情 報認識 に続 いて、
細胞 内の種 々な機能 が活性 化 され、最終 的 にhistamine遊離 に至 る と考 え られて
いる。 この際、 肥満細 胞内 に おけ るsecondmessengerとして最 も重要 で あ ると
考 え られ て い るのが、Capで あ る。腸 問膜 に結 合 しだ肥満 細胞 を用 いだ実験 で は、
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媒液 中にCap+を含 まな い条 件(Ca-free)下では、肥 満細胞 か らのhistamine
遊離 は生 じな いこ とが知 られ てい る[4]。しか し、Ca-freeの条件下 でcompound
48!80を作用 させ た腸問膜 肥満細 胞 にCa2+をmicroinjectionすると、 瞬間 的
に脱顆 粒が 生 じる ことが知 られ て い る[4]。ま叛、histamine遊離条件下 に肥 満細
胞のCauptakeが生 じることも よ く知 られて いる。 これ らの所見か ら、his七一
amine遊離 にお いてはCa2+がsecondmessengerである と示唆 されて いる。 し
か し、 ラッ ト腹腔 よ り単離 しだ肥 満細 胞の場 合、細 胞外 にCat+が存 在す る条 件
では、histamine遊離 に伴 って、Cauptakeが生 じるが、Ca-freeの条 件下 で も、
compound48!80やsubstanceP、抗原 抗体反 応な どに よ り、histamine遊離 が生
じることが知 られて いる[12,15,16]。この様な反 応の場 合 には、細 胞内Ca
storeからCat+が放出 され、細 胞 の活性化 に至 る と考 え られ てい る[17]。しか
し、 この仮 説 につ いて の直接 的な証 明 は、 まだ確立 され ていな い。本研 究 で は、
Cap感 受 性蛍 光色素 で あるquin2を 肥満 細胞 に取 り込 ませ、画像処理 の手 法 を
用 いて、細 胞内CastoreからのCat+の遊離 と抗 ア レル ギー薬 によ る制御 に つ
いて も検討 を行 った。
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第1章 肥 満細胞 か らのhistamine遊離 に おけ る細 胞膜 流動性 の上昇
[緒言]
1型ア レル ギ ー反 応 にお ける肥 満細胞 か らのhistamine遊離反応 で は、 細胞 膜
表面 に存在 す るFcEreceptorに結 合 し泛IgEに 、polyvalentな抗原 が反応 し
てIgEreceptorのcross-bridgingやaggregationが生 じる ことによ り、 これ
に続 く一連 の反 応 が開始 され る と考 え られ てい る。Fcεreceptorは、細胞 膜 リ
ン脂質二 重層 を貫通 す るよ うに して存在 して いる タンパ ク質 であ ることが示 され
て い る[1]。細 胞膜 リン脂質二重 層 は生 理的条 件下 で は流動 性の 高い液晶状 態で あ
る[3]。抗 原抗体 反応 に よってFcεRのaggregationやcross-bridgingが生 じ
る[2]のは、 この様な周 辺の リン脂 質二 重層 の性 質が 関与 して いるもの と考 え られ
る。Fcεreceptorのaggregationやcross-bridgingが生Vる と、 それ に伴 い
周辺 の細胞 膜 リン脂質 の物理 的性質 に変化 を生 じる可能性 が あ ると考 え られ る。
FCEreceptorが直接 関与 しな いと考 え られ るcompound48!80のようなhista-
mine遊離物 質 の作 用下 にお いて も、 肥満 細胞 に生 じる形 態学 的な変化 は抗原 抗体
反応 の場合 と極 めて類似 してい ることも知 られて い る。 しか も、 この様なhista-
mine遊離物 質の作 用点 は、 細胞の 内部 ではな く細胞 表 面 にあ ることが確 か め られ
てい る[4]。また、抗原 抗体反 応 あるい はhistamine遊離物質 の作用 下 に、 肥満
細胞 内の顆粒 は腫 大 ・突 出 し、 脱顆粒 が惹起 され るが、必 ず しも脱顆 粒 を伴 わ な
いhistamine遊離 も報 告 され てい る[18]。更 に、histamine遊離の 際には、 肥満
細胞 が脱分極 をす ることも知 られて い る[4]。この様 な知 見 は、histamineが遊 離
す る条件下 で は、肥満 細胞 の細胞膜 透過性 が上昇 す る事 を示 して お り、hista-
mineが遊 離す る際 には、細胞膜 リン脂 質二重 層の物 理的 性質 に変化 を生 じて い る
ことが強 く示唆 され てい る。 顆粒が 細胞外 へ脱出 す る際 に は(exocytosis)、細 胞
膜 と顆粒膜 のfusionが起 こるこ とか ら、 細胞膜 の中 でも特 に脂 質二重層 の物 理
的性 質の変 化 は、 脱顆粒 を惹起 す る要 因の一 つで あ る可能 性が あ る。本章 に お い
ては、histamine遊離 に伴 う細 胞膜流 動性 の変化 につ いて、 ラ ッ ト腹腔肥 満細 胞
を用 いて解析 を行 った。
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[実験 方 法]
1.ラ ッ ト腹 腔 か らの 肥 満 細 胞 の 単 離
Wistar系雄 性 ラ ッ ト(250。300g)を 断 頭 して 出 血 致 死 さ せ 、 腹 腔 内 に 氷 冷
した15mlのphysiologicalbufferedsaltsolution(inmM;NaCI'154,KCi
2.7,CaC120.9,glucose5.6,HEPES5;pH7.4:PBS)を注 入 し、90秒 間 穏 や
か にmassageを行 っ た後 、 細 胞 浮 遊 液 を回 収 して80xg,4℃,5分 間 の 遠 心
分 離 を 行 っ てcellpelletを得 た 。 これ をPBSで2回 洗 浄 を 行 っ た後 、 更 に
Percoll密度 勾 配 遠 心 法 に よ りラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 を 単 離 し だ[19]。Turk液で 紫
色 に濃 染 す る肥 満 細 胞 を 、 血 球 計 算 板 でcountし た 。 更 に 、 細 胞 のviability
は0.3駕trypanblue液で のdyeexclusiontestによ り判 定 し痘。 これ らの 結
果 か ら、 ラ ッ ト腹 腔 よ り単 離 され 、 反 応 性 を持 つ 肥 満 細 胞 は 、 腹 腔 よ りisOlate
さ れ 泛 全 細 胞 の95驚 を 占 め る こ とが 分 か っ た 。
2.抗ealbuminlErichマ ウ ス 血 しの ≡A整
抗eggalbumin(EA)IgErichマウ ス血 清 は、Levineand¥az[20]の変 法 に
従 って 調 整 し炬 。 即 ち、10μgのEAを1.Omlの4駕aluminagelに 溶 解 し、
balb!c系雄 性 マ ウ ス(体 重15-20S>に0.1mi/animal(1.p.)投与 し 泛 。4
週 間 後 に第1回 目のboosterを、 最 初 の 半 分 の 抗 原 量 に て 行 い(i.p.)、更 に
2週 間 後 、2回 目 のboosterを最 初 の1/4の 量 で行 っ 泛(i.p.)。そ の一 週 間 後
に 頸 椎 脱 臼 後 、 頸 動 脈 よ り採 血 し血 清 を 分 離 した 。FrickandIshizaka[21]の
方 法 に従 っ て 、 マ ウ ス血 清 よ りIgErichな 分 画 を 精 製 し、 こ れ をIgErichマ
ウ ス血 清 と して 以 下 の 実 験 に 使 用 し叛 。
3.肥 満 細 胞 の 被 動 感 作
PBS中で400-800倍 に希 釈 しだ1.8mlのIgErichマ ウ ス血 清 に、 単 離 し
た ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 浮 遊 液0.2mi(1Qb!ml)を加 え 、37℃、15分 間 のincu-
bationを行 って 細 胞 を被 動 的 に感 作 し/L。こ れ をPBSで3回 洗 浄(80Xg,
4℃,5分 間)後 、PBSに 再 浮 遊 さ せ て 以 下 の 実 験 に 供 した 。
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一(i)freeze-frac加rereplica
PBSでgoo-800倍に希釈 し泛IgErich抗血清 に肥満細 胞 を浸漬 し、37℃、
15分間incubateして被 動感作 し泛。 その後細胞 を冷PBSで3回 洗 浄 した。抗
原液(EA,20μg!m1)を37℃、1分 間作用 させ た。 氷冷下 に3駕glutaralde-
hydeで10分間 固定 し、 その後1駕a8ar液 に浮遊 させて急冷 して包埋 させた。
これを液体窒 素 で急速 凍結 し、freeze-fracture装置(エ イコー、FD-212A)にて
一110℃で凍結 割断 し泛。割断 面 に白金 とカー求 ンを蒸着 し叛 レプ リカ膜 を、市販
のbleach(次亜硝 酸ナ トリウム+界 面活 性剤)と 蒸留水 で洗浄 した後、 透過 型
電 子顕 微鏡(Hitachi,H-500)で観察 した。
t2)ferritin結合 一eggalbuminの作成法
EA200皺gを0.9驚NaCI液2閉1に 溶 解 させ、4駕 炭酸 ナ トリウム液2ml
及 び200mgferritin液(0.9驚NaCI液)4mlを添加 し、 マグ ネチ ック ・ス タ
ー ラー で撹 拌 しなが ら冷 アセ トン1副 に溶 解 させ 泛difluoro-diphenylsul-
fone(FLAPS)5mgを添 加 し泛。 これを4℃ にお いて24時 間撹拌 し、 その後
0.9驚NaCIに4℃ で3日 間透析 し抱。 その後、4℃、10分 間3000rpmで遠 心
して沈渣 を除い た。 上清 を更 に13,000rpm,4℃で2時 間遠心 し、沈渣 を更 に
0.9弩NaCIで3回 洗浄 し遊もの をferritin結合EAと して使用 した[22]。
(3)=ラ.・ン⊥ 肥瀁綱 胞 の細胞膜分画.
goo倍に希釈 し泛IgErichマウス血清 中に ラ ッ ト分離 肥満細胞 を浮遊 させ、
37℃,15分間incubationを行 って、 肥満細胞 を被動 的 に感 作 し滝。 この細 胞浮
遊液 をferritin結合EAlOug!mlと37℃ にて種 々な時 間incubationを行 っ
泛。 この細 胞 をfreeze-thawingを5回繰 り返 す こ とに よ って破壊 し、10,000
Xg,30分 間の遠心 分離 を行 った上清 を、更 に50,000Xg,1時間の遠 心分 離 を
行 い、 その沈渣 を細胞膜richfractionとして集 め た。 この細 胞膜上 へのfer-
ritin結合EAの 結 合及び 分布 の状 況 を、 電子顕 微鏡(Hitachi,H-500)によ っ
て観察 し泛。
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5.一 澗 に よる 亀 の リン ニ重層 騒1の
細 胞膜 リン脂質 二重層 の流動 性の指 標 と して、 細胞膜 リン脂質二 重層の蛍 光 ラ
ベル を行 い、steady-stateの蛍光偏 光解消 法 に よって蛍光 の偏光度 を測定 し痘。
蛍光probeとして、細胞膜 の脂質 二重層 に対 す る親 和性 が高 く、細 胞内 の顆 粒膜
を始 め とす るorganella膜への分布 が極 めて少 な い とされて いる蛍光probeで
あ るtrimethylaminodiphenylhexatriene(TMA-DPH)を用 いた[23]。
(D.肥遘 麺 胞の蛍 光 ラJL
肥満細 胞の蛍光 ラベル は、Kuhryetai.[23]の方 法 に準 じて行 っだ。TMA-DPH
はdimethyisulfoxide(DMSO)に1mMの濃 度で溶 解 させ た後、PBSで2.Ox
lO-'Mにな るように希釈 しだ。PBSに浮遊 させILラッ ト腹 腔肥満 細胞(3x105!
mi)に等容量 のTMA-DPH溶液 を加 え、室 温 にて1分 間incubationを行 い、肥満
細胞 の細胞 膜 にTMA-DPHを取 り込 ませ た。TMA-DPNは疎 水性 の環 境下 にお いて蛍
光強度 が著Vく 増大 し、細 胞膜 に取 り込 まれ ずに溶液 中 に残存 しだ分子 の蛍光 は
無視 で きる程度(0.i%以 下)で あ っ拒。
《2)一蛍光 偏光 の測定
蛍光偏光 度 の測 定 には、Hitachi650・10S蛍光分 光光度計 及びPolacoat社製
の偏光 フ ィル ター を使用 した。TMA-DPNの励 起波 長 は340nm.蛍光波 長 は425
nmで測定 した。 測定器の光 学系 が有す る偏光性 を補 正 した後、偏光励 起光 に対 し
て平行方 向 に偏光 しだ蛍光 の 強度14と 、垂 直方 向 に偏光 しだ蛍光 の強度1⊥ と
を測定 ・記 録 した。測 定中 の蛍光 セル の温度 は、 恒温水 循環装置 に よ り37℃ に保
った。得 られ た 嘉、1⊥の値 よ り、次式 で蛍光 の偏光 度 を算出 した。
P・ 擬 士・}殊 孝}ω
細 胞膜 リン脂質 二重層の 内部 に おいて、蛍光probeであるTMA-DPHはリン脂
質 の分子運 動 に束縛 された分子 運動 を してい る。蛍 光の偏光 度 は、TMA-DPHの分
子運 動の大 きさ を反映 して お り、偏 光度 が大 きいほ ど蛍光probeの分子 運動 が制
限 され てい ること、即 ち、細 胞膜 リン脂質二 重層 の流動性 が低 い事 を示 して い る。
逆 に、偏光 度 が小 さい場合 には、TMA-DPH分子 が 自由に運動 してい ること を示 し
て お り、 膜 の流動性 が高 い と考 え られ る。
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[実験結果]
ラッ ト腹腔 よ り単離 した肥満細 胞 をlgErichマウス血 清 によ って受動 的 に感
作 し、 これ に抗 原 であ るEAを 作 用 させ る前後 の細胞膜 のfreeze-fracture像を
Fig.1に示 す。抗原 刺激 前は、細 胞膜 に一様 に分布 して いた細 胞膜 タンパ ク と考
え られ る膜 内粒子(intramembraneparticle)が、抗原 刺激 とそれ に続 く細胞 内
顆粒 の腫大 ・突出 に伴 って側方 に移動 して い る像 が観察 され た。
C綾縦ml an#igen-&轟婿愁◎のreact'i◎n
x15Q{}t}tl
Fig.1.Freezefractureappearanceoftheplasmamembraneofratperito-
Healpastcellbeforeandafterantigen-antibodyreaction.
IgErich抗血 清 で種 々な時 間被動感作 した肥満細 胞 にferritin結合EAを 作
用 させ て、37℃ にお いて種 々な 時間incubationを行 った際 の細胞膜 上のfer-
ritin粒子 の分布 の変化 をFig.2に 示 す。感 作 しなか った対 照細胞 で は、EAは
細胞膜 に殆 ど付着 しなか っ た。抗 体 を30-60分 作 用 させて感作 した場 合、細 胞
膜 状のferritin粒子 の分 布 は不均 一 にな って、 隆起 した顆 粒 を取 り巻 くよ うに
濃厚 に偏在 し、突 出 した顆 粒部 分 にはferritin粒子 は殆 ど観察 されなか った。
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Fig.2.Distributionofferritin=conjugatedantigen(eggalbumin)onthe
surfaceofplasmamembraneofratperitonealmastcell.
Fig.3.Effectofcompound48/800nthemembranefluidityofratperito-
neai嗣astceiis.(○)con七rol,(△)48/801μg/旧1,(●)48!802μg/蝣1.
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hista面ne遊離反応 に伴 う肥満細 胞の細胞 膜 リン脂 質二重層 の膜流動 性 の変 化
につ いて検 討ナ る ため、TMA・DPHによって蛍光 ラベル を行 った肥満細胞 の細胞 膜
流 動性の変化 を、 蛍光偏光 解消法 によ って測定 した結 果 をFig.3に 示 し遊。
histamine遊離物質 で あるcanpound48!80を添加 した直後 よ りTMA-DPNの蛍光
偏光度 は低下 し、 ほぼ1分 以 内にplateauに達 した。 つ ま り、肥 満細 胞の細 胞
膜 リン脂 質二重層 の流動性 が速 や かに上昇 した。
[考察]
肥満細 胞 か らのhistamine遊離の 際に は、細 胞膜 の電気抵 抗及び 膜電 位の低下
が観察 され、細 胞膜の透 過性 が上昇 す るこ とが示 されて い る[4]。肥 満細胞 の顆粒
内 に存在 す るhistamineは、exocytosisの機 構 に よって細胞 外 に放出 され るば
か りでな く、 この様な細胞 膜 透過性 の上昇 に よる細胞外 か らの種 々なionの 流 入
に よって細胞 の内部 でhistamineとNa+との 問で イオン交換反 応 を生 じ、透 過
性 の上昇 しだ細胞膜 を通 じて細胞 外 にhistamineが遊離 され るとい う ことも想定
され てい る。更 に、脱顆 粒 を伴 ったhisもa繭ne遊離 反応の 際に は、 細胞膜 と顆粒
膜 の融合 とい った形態変 化 を生 じる。 この ような一 連の反応 は、細 胞膜表 面 にお
け る抗原抗 体反応 の結果生 じるもの であ り、 抗原抗体 反応 の情 報 が細 胞膜 を通 じ
て細 胞内 に伝達 されて い るもの と考 え られ てい る。 ま炬、compound48/80のよう
なhistamine遊離物質 は、肥 満細胞 の内部 に 旧lcrolnjectionを行 って も細胞 に
何 ら変化 を生 じる ことはな く、細 胞外 か らの適用 によ ってのみhistamine遊離 ・
脱 顆粒 を生 じることが示 されて い る[18,24]。この場 合 にもhistamine遊離の刺
激 は細胞 膜の表 面 において認 識 され、細胞膜 を介 し泛情報伝 達機構 が関与 す る こ
とが示唆 されて い る。細胞 膜 を介 した情 報伝達 機構 と して、 細胞膜 に存在 す る
iQnchannelの活性 化 に ともな う細胞外 か らのion流 入[25]、 細胞膜 リン脂質 代
謝 の亢進 に よる細胞膜 流動 性の亢進[6]、リン脂質代 謝物 の細胞 内secondmes-
sengerとしての細 胞 内への放 出[5]、細胞 膜 に結 合 し炬酵 素 の活 性化 に伴 って生
じるcyclicnucleotidesの産生[2]といった様 々な仮 説 が これ まで に提 唱 ざれて
きて いる。 これ らの いずれ にお いて も細胞膜 の リン脂 質二重 層 に生 化学 的な い し
生物物 理的 な変化 を生 じる こ とが重要 な前提 とな ってい る。 しか し、 これ まで 肥
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満細胞膜 の物理 的な性質 につ いて実 際 に測定 が行 わ れて いるの は、細胞 膜の電 気
抵抗 と膜 電位の測 定の みで あ り、細 胞膜流 動性 の変化 につ いては、 それ が生 じる
ことを仮定 した議 論 は数多 くあっても、実際 の測 定 は殆 どされ ていな い。
肥満細 胞膜表面 のfreeze-fracture像よ り明 らかな よ うに、細胞 膜の膜 内粒子
は抗原抗 体反応 に伴 って細胞 膜上 を側方移動 し、 細胞 内部 か ら細胞 表面 に突 出 し
て きつつあ る顆粒 を取 り囲 む ように して密 な分布 を示 し拒。膜内粒 子 は、 細胞 膜
表 面 に存在 す る膜 タンパ ク粒 子で あ ると考 え られ る。 これは リン脂 質二重層 の 内
部 に挿入 され7L状態で存 在 して お り、 その分 布 や移動 はいずれ も リン脂質二 重 層
の束縛 を受 けて い るもの と考 え られ る。そ の様 な膜内粒子 の側方移 動は、細 胞 膜
の リン脂 質二重層 に おけ る膜 流動性 の上昇 を反映 して い るもの と考 え られ る。
同様の現 象 は、ferritin結合EAを 用 いて抗原 抗 体反応 を行 った肥 満細胞 の細
胞 膜の電 顕像 か らも明か とな っ泛。抗 原 であ るferritin結合EAを 感 作肥 満 細
胞 に作用 させ ると、細胞膜 表面 のFcεreceptorに結 合 して存 在す るlgEと 抗
原 が反応 す るが、 感作 がほぼ完 全 に行 われ て い る場 合 には、ferritin粒子 は速 や
かに突出 し距顆粒 を取 り囲む様 に凝集 を開始 し、 その分布 はfree2e-fracture像
で観察 され た膜 内粒子の場 合 と類似 して い炬。 単離 され 炬Fcεreceptorのリン
脂 質二重層 内へ の再構成実 験 な どか ら、Fcεreceptorは細胞 膜 リン脂 質二 重層
を貫 通 す るよ うにLて 存在 して いるこ とが示 され てお り[1]、細胞 膜内 にお け る
FcEreceptorもリン脂質 二重層 によ って束縛 された状態 で存 在 してい るもの と
考 え られ る。従 って、IgEと反応 し炬ferritin結合EAの 細 胞膜表面 の分布 の
変 動 は、細 胞膜 リン脂質二 重層 の流動 性が亢進 してい ることを示 してい ると考 え
られ る。
histamine遊離 刺激 に ともな って肥 満細胞 の細胞膜 流動性 の亢進が、 リン脂質
二 重層 に於 て生 じて いる こ とが、蛍光 偏光解消 法 の結果 よ り示 され だ。 この場 合 、
TMA-DPHは細胞膜 リン脂質二 重層 に挿 入 されて い る。従 って、TMA-DPHを偏 光励 起
光 で励起 した際に発せ られ る蛍光の偏 光度 は、TMA-DPHの分子 運動 が大 きいほ ど
小 さ く、TMA-DPHが存在 す る環 境の流 動性 を反映 して いるもの と考 え られ る。
compound48!80による刺 激条件下 にTMA-DPHの偏 光度 は速 やか に低 下 した。 こ
の事 はTMA-DPHの分 子運動 の亢進、 即 ち膜 流動性 が亢 進 した ことを示 して い る。
この様 な流動性 の亢進 に よ り、膜内粒 子やFcεreceptorの側方 移動 が生 じ泛 も
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の と考 え られ る。
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第II章 モデル 膜系 に対す るhistamine遊離 物質 の 作用 の解析
[緒言]
1型ア レル ギー反応 に お け る肥満細 胞か らのhistamine遊離反 応 にお いては、
細 胞膜表 面 のFcεreceptor(Fcεめ に結合 しt21gEが抗原 を認識V、hista-
mine遊離 に至 る一連 の反応 が開始 され る。細 胞膜表 面 での抗原 認識 の情報 は細胞
膜 を介 して細 胞内 へ と伝達 され る。 第1章 で は、 肥満細 胞 の細 胞膜表 面 にお け る
抗 原抗体 反応 に ともな って、細 胞膜 に存在 す る膜内粒 子(intramembranepar-
ticle)や膜表 面の抗原 抗体 結合物 が側方 移動 し、細 胞膜 リン脂 質二重層 におけ る
膜流動性 の亢 進が示 された。 この様 な細胞 膜 に生 じる物 理 的性 質の変 化 に ともな
い、細 胞外 イオ ンの細胞 内 への流入 や、細 胞膜 の膜結 合性酵 素類の活 性化 が生 じ
ると考 え られ る。 肥満細胞 か らのhistamine遊離 反応 は極 めて速や か に進 行す る
反応 で あ り、能 動感作 されJL肥満細 胞 に於 け る抗原抗 体反応 やcompound48/80
によ る刺 激 条件下 で は、数 秒 以内 にplateauにまで達 す る事 が示 されて い る。 こ
の よ うな速 やか なhistamine遊離 反応 において は、 その反応 の開始 を制御 す る機
構 を何 段階 にもわ たる複雑 な酵素 反応 に求め 炬Nirataら[6]のリン脂質 メチル化
説 には無理 が あ る事 が指摘 され てお り[9]、現 在の 所、速 や かに推移 す るhista-
mine遊離反 応の 初期過程 を、抗原 抗体 の結合 段階 か ら膜 で起 こる事象 を生化 学的
に説 明 し得 る仮 説 は まだな い。 しか し、 情報伝 達 の場 と しての細胞膜 におけ る酵
素反応 、特 に リン脂質 二重層 におけ る反 応の重 要性 は疑 う余 地の ない所 であ る。
事実 、 リン脂 質二重層 の様 々な物 性が 、細胞膜 にお ける酵 素活性の調 節 に大 き く
関与 してい ることは よ く知 られ て いる[14]。この ような観 点か ら、本 章 では リン
脂質 二重 層 とhistamine遊離 物質 との相 互作用 につ いて、 モデル膜 を用 いて検討
を行 った。 モデル膜 を用 いて抗原 抗体 反応 の検 討 を行 った例 と して、IgGと補 体
の関与 しだ 皿型 ア レル ギー のモデル実 験 がblacklipidmembrane(BLM)や
liposomeの膜 透過性 を指標 と して既 に行 われ て いる[26,27,28]。しか し、IgE
の関与 し/L抗原抗 体反応 が リン脂質二 重層 の物理 的性質 に どの様 な影響 を及ぼ す
のか につ いて は全 く知 られ て いな い。 本章 で は、BLM及びliposomeを用 いて
IgEの関与 した抗 原抗体反 応 や、histamine遊離 物質 であ るcompound48/80の
リン脂 質二 重層 の膜 透過性 及 び膜流動 性 に対 す る影響 につ いて検 討 した。
-13一
[実験方 法]
1・ea1㎞ 刷nlErichマ ウス血'の ≡整
抗eggalbumin(EA)lgErichマウス血清 は、LevineandVaz[20]の変法
に従 って調 整 した。EAをaluminage1に溶解 して、balb!c系雄 性 マウ スの腹 腔
内 に投与 し、 感作 しだ。 そ の4週 後及 び6週 後 にbooster(i.p.)を行 った。
その一週 間後 に採 血 し、血 清 を分離 し泛。 この抗血 清 を使 用 してratheterolo-
gnusPCAを行 った とこ ろ、3200倍希 釈 まで、PCA反応 は陽性 であ った。 この
Igεrich抗血 清 を更 に、FrickandIshizakaの方法[21]に従 って、精製 しだ。
2.Blackliid跏e辮braneの崖 のi●1
リン脂 質二重層 の膜透 過性 の指標 と して、blacklipidMembrane(BLM)を作成
し、 その電 気抵抗 の変化 を測定 ・記録 しt2。テ フロ ン製 ビーカー の側壁 に直径
1.5-2旧縦 の小孔 を開 け、 これ をガ ラス製 ビーカー 内に固定 し(Fig.1A)、両 ビ
ーカ ーをphysiologicalbufferedsaltsolution(inmM;NaC薯154
,KCI2.7,
CaC120.9,HEPES5;pN7.4:PBS)で満 た した。5mgのeggyolkphospha-
tidyicholine(egg-PC)とcholesterol5鵬gを1mlのn-decaneに溶解 し、
BLM作成 の だめ の リン脂 質溶 液 と し泛。OkuyamaandVoshidaの方 法[29]に従 い、
テ フロ ンチ ュー ブを介 してマ イク ロシ リン ジに よ りこの脂質 溶液 をテ フロ ンビー
カ ー側壁 の小孔 に塗 布L.BLMを 作製 しだ。BLMの形成 過程 は、実体 顕微鏡 に よ
り観察 した。脂 質溶液塗 布 直後 には、黄色 い脂質 膜が観察 され叛。 リン脂質 が水
溶 液中へ と拡散 し、膜 が次 第 に薄 くな るにつれ て干渉縞 が観察 され る ようにな っ
距(coloredmembrane)。やがて干渉 縞 が消失 し、 側孔 全体 が黒 に変 わ り、BLMが
形成 され た。 この 時点 で膜 にpulse通電 を行 い、 脂質 膜の電 気抵抗 及びcapaci
-tanceを測定 し、脂質二 重層 が形成 され て いるの を確 かめ 泛。
膜の電 気抵抗 の測定 は、Fig.IAに示 しだ回路で行 った。BLMの両 側 に銀 一塩化
銀 電極 を挿 入 し、既知抵 抗 を介 して一定 の電圧(20槻V)を書 け、 既知抵 抗 の両端
の電圧 を記 録 した。 この際 の等価 回路 は、Fig.1Bに示 した。BLMの電 気抵 抗 を
Rm,capacitanceをC。で、既知 抵抗 はR,ofで示 して あ る。銀 一塩 化銀 電極 の両
端 を短絡 す るス イ ッチ を開 い泛 とき、既 知抵抗R,。fの 両端 に おけ る電圧 は、 最
初 の電圧VOか ら、指数 関 数的 に減少 し、 一定 時間後 に定常値V 。 に な った
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(Fig.1C},
(A)
Rm
Fig.1.Experimentalarrangement"forthedeterminationofblacklipid
me鵬braneresistancear剛capacitance.
A)experimentalapparatus.
B)equivalentcircuit.
C)schematicdiagramofvoltagechange.
従 っ て、 記 録 さ れ 炬電 圧 変 動 と既 知 抵 抗 の 値 か ら、 次 の よ う に してR。 とC。 の
値 が 求 め られ る。
Rm:Rrof=V9-Vco:Vo◎
従 っ て、
Rm=1ミrofO(Ve-V◎○)!VCQ(1)
ま 炬、 時 定 数rは 次 式 で与 え られ る。
7=RmCm
従 っ て 、C。 は 次 式 に よ り求 め られ る。
C旧=τ!Rm=τ ●VQO!(V9-Voo).Rref(2)
ま だ 、 平 行 板 コ ン デ ン サ ー のcapacitanceに関 す る公 式 を用 い て 、 次 の よ う に し
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て 脂 質 二 重 層 の 厚 さdを 推 定 す る こ とが 可 能 で あ る。
Cm=Ee・E'・A/4Ttd
故 に 、
d=εe.ε,OA!4πCm(3)
こ の 式 で、AはBLMの 面 積 、EOは 真 空 の 誘 電 率 、 ε,は脂 質 の 比 誘 電 率 で あ る
(E'=2.07}C30]o
BLMを用 い 拒抗 原 抗 体 反 応 の 実 験 で は 、Hanks'液(inmM;NaCI137,KCI
5.4,CaCl21.4,MgClzO.84,Na2HPOaO.22,KN2POaO.44,NaHCOs4.2;pH
7.4)によ って1000倍 希 釈 した抗 血 清 含 有 媒 液 中 でBLMを 作 成 し、 そ の 後 に 抗
原 を添 加 し抱 。 まだ 、compound48/80の作 用 を 検 討 す る際 に は、 媒 液 はPBSと
し、BLMに印 加 す る電 圧 の+側 にcompound48/80を添 加 した。
3.、 応 に よ るhistamineliosomeか らのhistamine
I型 ア レル ギ ー に お け るhista剛ine遊離 の モデ ル 実 験 と して 、 先 ずantigen-
coatedhistamine含有liposomeを作 成 し た。1mgのegg・PCとcholesterol
O.5mgと を0.5摺1のchloroformに溶 解 し、 減 圧 下 に 蒸 発 乾 固 した。 これ に
EA40μg/ml溶 液0.5mlを 加 え、 室 温 で1分 間vortexnixingを行 っ だ後 、
氷 冷 下 で10分 間 超 音 波 処 理(Tory,UR-201P)を行 っ た 。 再 び 溶 媒 を蒸 発 乾 固 し、
hlsta閑ineimg!mlsaline溶液 を1ml加 え、vortexnixingと超 音 波 処 理 を行
いEAcoatedhistamine含有liposomesuspensionを作 成 した 。 これ を 透 析 チ
ュ ー ブ(Spectrapor,MwCUt12,000)に移 し、 媒 液 中 に残 存 し泛histamineを
PBSに対 して6時 間 透 析 して 除 去 し た。 そ の 後 、Fig.2に 示 しだ よ う に し て、
2副 ノminの速 さでPBSをinletよ り流 し、out書etに出 て くる流 出 液 を1分 毎
に 集 め 、 そ のhista而ne濃 度 をShoreの 方 法[31]によ り蛍 光 定 量 し拒 。
ま 炬、 ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 よ り抽 出 し炬 全 脂 質 を 用 い 、 上 述 した方 法 に よ り作
成 しだ1iposomeからのhistamine遊離 も測 定 し 泛。 肥 満 細 胞 は 出 血 致 死 さ せ た
Wistar系雄 性rat(250-300g)の 腹 腔 にPBSlOmlを 注 入 し、 穏 や か に90
秒 間passageし泛後 、 腹 腔 浸 出 細 胞 の 浮 遊 液 を採 取 し、PercolI密度 勾 配 遠 心 分
離 法[19]によ っ て 肥 満 細 胞 を 分 離 しだ(95驚 以 上 の純 度)。 肥 満 細 胞 か らの 全
脂 質 の 抽 出 は 、Strandberg&Westerberg[32]の変 法 に よ り、Fig.3に 示 した
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Fig. 2.  Experimental  arrangement for histamine release from antigen-
coated  liposomes.
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flowchartに従 っ て 行 っ 炬。 全 脂 質 の うち 、 リ ン脂 質 は、silicageiを用 い た
thinlayerchromatography(TLC)によ り分 離 し、Bartlettの方 法[33]に従 っ て 、
各spotの リ ン定 量 を 行 い、 リン 脂 質 組 成 を調 べ 泛(Fig.3)。ま た 、Rudel&
Morrisの方 法[34]によ って 、 総cholesterolの定 量 を行 っ 泛。
4.CONIound48!80によ る1ioso觚eか らのhista閑heの 遊 離
3.と 同 様 の 方 法 に よ っ て 、 抗 原 の 被 覆 され て な いhista閉ine含有liposome
を 作 成 しIL。liposo蹴e懸濁 液2M1に 種 々な 濃 度 のc㎝pound48!80を添 加 し、
37℃ で15分 間 のincubationを行 っ 炬 後 、100,000Xgの遠 心 分 離 を行 い、
上 清 に 遊 離 して き 泛histamineをShoreの方 法[31]で蛍 光 定 量 した 。liposome
に 含 ま れ る全hista崩ne量 は 、TritonX-100の1器 液 でliposomeを溶 解 さ せ 、
溶 液 中 のhistamineを蛍 光 測 定 し、 定 量 した。
5.liposomeの電 子 顕 微 鏡 像
(1)_neative_staining
銅 製 の グ リッ ドにliposome懸濁 液 を 一 滴 落 下 さ せ 、 水 分 を 濾 紙 で 除 去 し だ後 、
2駕の モ リブ デ ン酸 ア ン モ ニ ウ ム(pH7.4)を 一 滴 載 せ 、 過 剰 の 溶 液 を 除 い た 。 こ
の よ う に して 調 整 しだ標 本 を透 過 型 電 子 顕 微 鏡(Hitachi,H-500)で観 察 し 拒。
(2)-freezeゴracture-replica一像
標 本 支 持 台 にliposome懸濁 液 を一 滴 載 せ、 液 体 窒 素 で 凍 結 し、 エ イ コ ー 製
FD-2A型freeze-fracture作成 装 置 に よ り割 断 し、 そ の 後 白金 とカ ー ボ ン を 蒸 着
してreplicaを作 成 した。replicaは市 販 のbleachで 洗 浄 し、 透 過 型 電 顕 で 観
察 し炬。
(鈔ferritin績合 一eggal㎞而n
Matsukuraeta1.t6)の変 法 を 用 い てferritin結合EAを 作 成 した。 こ の よ う
に して 作 成 し 泛ferritin結合EAを 用 いて 前 述 の 方 法 に 従 ってEA-coatedli-
posomeを作 成 し、liposome膜へ のEAの 結 合 及 び 分 布 状 況 に つ い て 検 討 し泛 。
-18一
eggalbumin160mg
O.9%NaCI2cc
4%Na2CO32cc
Ferritin370mgナ
FNPS5ml(dissolvedincoldacetonelcc)
mixingat4°Cfor24hr
dialysisagainstO.9%NaCI(about3days)
centrifugation(3,000rpmfor10min)
pelletsupernatant
ultracentrifugation(10492hr)ト
supernatantpellet
(disca・d).a、hi,g。ithO .9影N・C1
3times
dialysisagainstO.9%
NaCI
ナ
difluoro-dinitro-diphenylsu.lfone
Fig.4.Procedureforegga鏖bu臨in-ferri七inconjugation。
6.lioso旧eを い 炬 リ ン ニ 重 層 亀 の 塾
リン脂質 二重層膜 の流動 性の指 標 として、 リン脂質二 重層 の蛍光 ラベ ル を行 い、
蛍光偏光 解 消法 に よって蛍 光の 偏光度 を測定 し泛。蛍光 偏光解 消法 は、 リン脂 質
二 重層内の 脂質 配列の測定 に広 く用 い られてい る。本 章 にお いて は、 モデル膜 系
での実験 で あ り、細胞 の場 合 と異 な りorganeila膜への ラベ ル分子 の分布 と いう
ことを考慮 す る必要 が無 いため、蛍 光の 偏光度 を用い てorderparameterの算出
が可能 なprobeであ る1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene(DPH)を用 い炬。 この
場合 に は、 その偏 光度 か らのorderpara隰就erの 算 出 は3anigに従 った[35]。
orderpara隴e乞erは、脂質 膜流 動性 の逆数 として評価 されて いる[36]。
(1).⊥iposomeの蛍 光 ラざ ル
蛍 光 物 質 で あ るDPHはtetrahydrofuranにlmMに な る よ う に溶 解 した 後 、
PBSに2μ 阿 の 濃 度 にな る よ う にsuspendし炬。liposomeの蛍 光 ラベ ル は
ShinitzkyandInber[37]の変 法 に よ り行 っ泛 。 即 ち、2.5mgのphosphatidyl-
cholineにcholesterolを加 え、2.5mlのPBS中 で .20分間 超 音 波 処 理 を行 っ
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てiiposomeを作 成 した。egg-PCを使用 す る際に は氷冷 下で行 い、dipalmitoyl
-phosphatidylcholine(DPPC)の場合 に は、 その相 転移 温度 よ りも5℃ 高 い温度
(47℃)で超音 波処理 を行 っ炬。20,000Xgの遠 心分灘 によってaggrega七eしだ
liposomeを除 き、 その上清 をsonicatedliposome懸濁 液 と して用 い泛。 この よ
うに して得 たliposome懸濁液 に等容量 の2x10-6MOPNを 加 え、25℃ にて
1時 間incubationを行 い、DPHをliposomeの脂 質二 重層 に取 り込 ませて、蛍
光 ラベル し泛。DPHは水溶 液中 では殆 ど蛍光 を発 しな いが、脂質二 重層 に取 り込
まれ て、 そ れを取 り囲む環 境がhydrophobicにな る と強 い蛍光 を発 す る。
(2)..蛍光 偏光 の測定 とorderparameterの計算
蛍光偏 光度 の測定 に は、Hitachi650-IOS蛍光分 光光度 計及びPolacoat社製
の偏光 フ ィル ター を使 用 しだ。励起 波長 は358㎜ 、 蛍光波長 は427n蹴で測定 し
拒。測定 器の 光学系 に おけ る偏光性 を補正 し泛後、 偏光 させ数励起光 に対 して 平
行 方向 で測 定 し泛蛍光 の強度 レ と、垂 直方 向 に偏 光 しだ蛍光の強度1⊥ とを測
定 ・記録 し泛。 測定 中の蛍光 セル の温度 は、 恒温水 循環装 置に よ り一 定 に保 っ 尨。
得 られ た14、1⊥の値 よ り、以 下 に示 す式 に従 って蛍 光の偏光度 及びorderpara。
meterを算 出 し炬。
蛍光の偏 光度Pは 次式 で定義 され る。
P・ 嬲1・ 紛 汁(4)
蛍光の異方性rは 次の式で定義されている。
・・}ll+ 、 ・ 跣 詰 ・2P3-P-…(5)
Jahnig[35]は定常 光励起 条件 下 におけ る蛍光 の異方性(r。)は 、nanosecond蛍
光解析 よ り次式の ように表 され る事 を報告 してい る。
・s・1「 旱 ≒ 參 φ ・ …(6)
この式 で、reは 回転緩和 のな い条件 での異方性 の値 で あ り、r。は時 間無 限大 に
おける異 方性(limitinganisotropy)である。 ま泛、 τは蛍 光の寿 命で あ り、
φはDPH分 子 の回転緩和 時間 であ る。
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DPPC及びDPHを 使用 す る条 件下 で、re=0.39[38]及び τ/φ=8[35]
という値 が使 用 されて いるの で、 これ らの値 を式(6)に代入 して整理 す る と、
roO=9!8。0.04875(7)
とな る。 ま炬、r。とorderparameter(Sv)との 間の 関係 は次 式 によ って近 似 さ
せ得 る ことが報告 されて い る[35]。
r◎0=0.39Sり2(8)
(7)式と(8)式 よ り、orderpar鋤eterの算 出が可 能 とな る。
Sv(9!8rsO .39°° 4875)1/z(9)
[実験結 果]
1.抗 原 抗体 反応 に よるBLMの 電気 抵抗 の変 化
本研究 にお いて作 成 し、 使用 したBLMの 比抵 抗値 は5×107-1.2x108Ω
・CM2の範 囲内 で あ り、 平均値 は(1 .0±0.13)x108Ω・c絅2であ った。 この 範
囲以下 の抵抗 値 を示 し炬膜 は実験 には用 いなか っ炬。 ま炬、BLMのcapacitance
の平均値 は0.3μF!CAI2であっ泛。 これ らの値 は既 に報告 され てい るBLMの電 気
的性質 と良 く一致 して い炬[39]。このcapacitanceの値 を式(3)に 代入 す る こ
とに よ りBLMの 厚 さが54Aで ある ことが分 か る。 この厚 さ は、 リン脂質二 重層
膜 の厚 さ に相 当す る ことに よ り、 本実験 で は脂質二 重層 が形 成 されて いる ことが
分 か る。
Fig.5は、抗 原抗体 反応 に よるBLMの 電気 抵抗 の変化 を示 してい る。 この場
合 、抗EAIgErichマウ ス血清 希釈 液(1:1000)中でBLMを 作成 し泛。 こ こ
に記録 され て いるの は既知 抵抗(Rref)両端 の電位差 の変動 で あ り、 右端 に示 し
たのがBLMの 実効抵抗 値(effectivemembraneresistance)であ る。BLMの両
端 を短絡 してい たス イッチ を開 くと、Rrefの両端 で記 録 され る電位差 はBLMの
抵抗RmとcapacitanceCmで決 まる時定数 τに従 って低下 し、一定 の定常値 に
達 す る。 これがFig.5の 上段 の図で あ る。抗 原 を加 える直前の抵抗1直は(20.4
±o.8)X108Ω で あ っ泛。Fig.5下段の 図 において、抗原 で あ るEAを 最 終
濃度6x10豐8g!ml加え ると、1-2分 のlagtimeの後 にBLMの 電 気抵抗 は
次第 に減少G始 め、約5分 後 には急激 な減少 を見 せ、6分 後 にBLMは 破 れ 彪。
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抗原添加により、ほぼ同様の時間経過で推移するBLM電気抵抗の減少が反復して
観察された。
この様なBLMの抵抗減少が、抗原に依存して惹起される現象であることを示し
炬ものがFig.6である。上段の図で牛血清albumin(BSA)を加えてもBLMの
膜抵抗に何ら変化はみられていない。 しかし、ここに特異抗原であるEAを 加え
ると、下段の図のようにBLMの抵抗が減少 していくことが確かめられ泛。
2.BLMの 電 気 抵 抗 に及 ぼ すcompound48!80の影 響
BLMの外 液 にcompound48/80を最終濃 度0.5-1Qug/mlにな るよ うに加 え
だ場 合、Fig.7に示 した ように、compound48!80の濃度 に依存 しだ膜抵 抗の 減
少 が観察 され だ。
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Fig.7.Changesinelectricresistanceofblacklipidmembraneinduced
bycompound48/80.
Fig.8は 、 種 々な 塩 溶 液 中 でBLMを 作 成 し、 種 々な 濃 度 のcompound48!80
ま 泛 はpotassiumionophoreであ るvalinomycinによ っ て 惹 起 さ れ るBLMの
conductanceの変 化 を示 し 泛 も の で あ る。valinomycinは、K+に 選 択 的 に 膜 透 過
性 を 上 昇 さ せ 拒 が 、co即ound48180によ っ て惹 起 さ れ る膜 透 過 性 の 上 昇 に は 、
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ion選択性 は見 られな か っt2。
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、に histamine 110SOllle>》 のhistamine
histamine含有liposomeがuni萋a跏e日arであ る こ と、 及 びliposomeの表 面
に 抗 原 で あ るEAが 一一様 に分 布 して い る か 否 か に つ いて 、 電 子 顕 微 鏡 に よ る確 認
を行 っ だ。vortexmixingのみ を行 っだ 際 に 作 られ るliposomeはmultilamel-
larであ り、 そ のnegativestaining像はFig.9(a)の よ う に明 らか に多 重 層
で あ る こ と が 認 め られ 泛。 この 事 はfree2e-fracture像に よ って も確 認 され た
(Fig.10(a))。この 様 なliposomeに更 に 超 音 波 処 理 を行 う と、un日a粥ellarな
liposomeが作 ら れ る こ と がFig.9(b),Fig.10(b)より確 認 さ れ だ。 以 下 の 実
験 に お い て は 、 全 て このunila襯ellarliposomeを用 い た。
ま た、ferritinを結 合 させ 拒EAを 用 い て作 成 し だEA-coatedliposo㈲eの
negativestaining像(Fig.11)に見 られ る様 に 、liposomeの表 面 に はEAが
一 様 に 分 布 して い る こ と も 判 明 した
。
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(a)(b)
Fig.9.Negativestainingelectronmicrographof(a)multilamellar
(x92,000)and(b)unilamellarliposomes(x300,000).
(a)
Fig.10.Freeze-fractureappearance
unila頗ellarllposomes(x60,000).
(b)
ofmultilamellar(x36,000}and<b)
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Fig.11.Negativestainingappearanceofliposomeassociatedwith
ferritin-conjugatedeggalbumin.
EA-coatedliposomeの懸 濁 液 にFrickandIshizakaの方 法[21]で精 製 し た
IgErich抗血 清1μg!副 を加 え る と 、 速 や か にliposomeからhistamineが遊
離 さ れ る。Fig.2に 示 した方 法 に よ ってhistamineを含 有 し、EAで 被 覆 した
liposomeをPBSで灌 流 し だ 際 、 灌 流 液 中 に遊 離 して く るhistamineのout
putがほ ぼ 一 定 の1evelに 達 しだ と きのhistamine遊離 量 を100%と して、 抗
体 添 加 後 のhis七a崩ne遊 離 の 時 間 経 過 をFig.12に 示 した 。liposo揃eは、egg
-PCとcholesterolを1mg:0.5mgの 混 合 比 に よ っ て作 成 し泛 も の で あ る。
抗EA抗 体 を 添 加 し泛 後 、 直 ち にhistamine遊離 量 は 急 増 し、 約10分 間 高 い遊
離 量 を維 持 した 後 、 次 第 に 減 少 した。
肥 満 細 胞 よ り抽 出 しだ 全 脂 質 を用 いてliposomeを作 成 し、 同 様 の 実 験 を行 っ
た 際 の 抗 原 抗 体 反 応 に よ るhistamine遊離 の 結 果 をFig.13に 示 した 。egg-PC
とcholesterolで作 成 したliposomeの場 合 に 比 較 す る と、 は る か に 高 いhist
-amine遊離 率 を示 した。 な お 、 こ の 際 に使 用 し た肥 満 細 胞 か ら抽 出 し た全 脂 質 組
成 をTab書elに 示 して あ る。 この 脂 質 組 成 比 は 、StrandbergandWesterbergに
よ っ て報 告 さ れ だ 値[32]と良 く一 致 した。 肥 満 細 胞 の 全 脂 質 量 は43.2±2.97
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Fig. 12. Histamine release from antigen-coated liposomes elicited by 
antibody exposure. Liposomes were prepared by a mixture of phosphatidyl 
-choline and cholesterol .
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Fig. 13. Histamine release from antigen-coated liposomes elicited by 
antibody exposure. Liposomes were prepared by sonication of the total 
mast cell lipids.
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phospholipid percentage±S.E.M
phosphatidylethanolamine
phosphatidylserine十
phosphatidylinositol
phosphatidylcholine
sphingomyelin
lysophosphatidylcholine
others
34.0±0.91
14.8±0.55
33.0±
13.5±
0.5±
4.7±
1・:
0.44
0.04
0.56
Table1.
cells.
Phospholipidcoypositionofisolatedratperitonealpast
驚
Fig.14.Negativestainingelectronmicrographofunilamellar
afterantigen-antibodyreaction(x72,000).
liposome
抗原抗体 反応 を惹起 させ た後 のliposomeの電 子顕微鏡 像 をFig.14に 示 した。
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Fig.9(b)と比較 して、liposomeの辺 縁 は平滑 さを失 い、pitの形成 を示 唆す る
像 も観 察 され/L。また、2-3個 のliposomeが融合 してい る像 も観 察 され だ。
4.comound48180に よ るliso旧eか ら のhlsta訓ne
egg-PCとcholesterol(1:0.5wlw)で作 成 し 炬histamine含有liposome
に種 々 な濃 度 のcompound48180を37℃ で15分 間 作 用 さ せ 、100,000xgの
遠 心 分 離 に よ って 分 離 され た上 清 中 のhistamine量を測 定 しだ結 果 をFig.15
に示 した。 縦 軸 のhistamine遊離 率 は、 上 清 に遊 離 さ れ たhlsta糀lneの量 をa、
histamineのspontaneousな遊 離 量 をb、TritonX-100によ ってliposomeを
破 壊 して 求 め だliposome中の 全histamine量をcと して 、 次 式 に よ って 算 出
し た。
累histaminerelease=100x(a顧b)!(c-b)
0.5ug1mlのcompound48/80の作 用 下 にliposomeからのhls七a謝i飜e遊離 が
観 察 さ れ 、1μg!mlで は 約18驚 、5μg/mlで は 約40駕 のhistamineがlipo
-someから遊 離 さ れ 炬。
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Fig.15.Liposomalhistaminereleaseinducedbycompound48/80.
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5.liosomeのorderatametorに ぼ す 、 応 の
これ まで の 実 験 結 果 よ り、 肥 満 細 胞 か らのhistamine遊離 を惹 起 す る 抗 原 抗 体
反 応 或 はco即ound48!80の様 な 刺 激 は リ ン脂 質 二 重 層 膜 に対 して 直 接 作 用 し、
リン脂 質 膜 の 物 理 的 性 質 に 影 響 を 及 ぼ して い る可 能 性 が 示 唆 さ れ た ため 、 そ の 解
析 の た め に 、liposane膜のorderparameterを測 定 し泛。
前 述 の方 法 に 従 って 、egg-PCとcholesterol(i:0.5w!w)を用 い てEA・
coatedliposo嗣eを作 成 し、 このliposomesuspensionに抗EAIgErichマ ウ
ス 血 清 を作 用 さ せ だ 際 のorderpara閥eterの変 化 をFig.16に 示 し だ。 抗 血 清
を 添 加 後 速 や か にEA-coatedliposomeのorderparaMeterは低 下 し、Iipo-
soreのリン 脂 質 二 重 層 膜 の 流 動 性 が 亢 進 して い る こ とが 示 さ れ た。
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Fig.16Changesinorderparameter<liposomalmembranefluidity)
producedbyantigen-antibodyreaction.
6.liosomeのorderarametorに ほ1すc㎝und48!80の 彡
リン 脂 質 二 重 層 に 対 す るcompound48!80の直 接 的 な 作 用 に つ い て 解 析 を 行 う
た め に 、liposomeのorderparameterに及 ぼ すcompound48/80の作 用 に つ い
て も検 討 し泛 。Table2は 、 そ の 結 果 を ま と め 炬 も の で あ る。 こ こ に 用 い だIi-
posomeは、liposo閉eからのhistamine遊離 反 応 の 際 に 用 い 泛 も の と 同 じ方 法 で
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作 成 した もの で あ る。EA-coatedliposomeは、EAで 被 覆 して いな いliposomeよ
りも低 いorderparameterを示 し泛。 これ はEAの 疎 水 部 分 が 脂 質 と結 合 し、 脂
質 二 重 層 に何 らか のperturbationが生 じ泛事 を 示 唆 して い る。compound48!80
を作 用 さ せ 炬 際 、5xlO-681miの 濃 度 で い ず れ のliposOmeにお い て もorder
parameterの低 下 が観 察 さ れ 、5x10喃5g!詔 で は 更 に 著 し いorderparameter
の 低 下 が 見 られ 泛。 この 様 なorderparameterの減 少 は 、1iposo旧eを取 り巻 く
環 境 の 温 度 を5-10℃ 上 昇 さ せ だ際 に 観 察 さ れ る変 化 に 対 応 して い 炬 。
liposome48/80(g/ml)beforeafter5yinincubation
Iipidsextracted5x10'60.695±0.0090.6590.007'
fromratmastcells5x10'50.609±0.008"
〃10國60.561±0.0050.552±0.006
(EAcoated)5x10_60.543±0.004`
5x10-50.520tO.007"
egg-PC十cholesterol5x10_60.667±0.0060.632±0.007'
5x10-0.618±0.0088°
巾:pく0 .05..:pく0.Ol(37℃,pN7。4)
Table2.Effectofcompound48/800ntheorderparameterofliposomes.
Fig.17(A)は肥 満 細 胞 か ら抽 出 し た全 脂 質 で作 成 したliposome、Fig.17(6)
は こ れ をEAでcoatし だliposo蹴eのorderparameter変化 の 時 間経 過 を 示 し
た も の で あ る。compound48/80を作 用 さ せ 彪後 、 極 め て速 や か に反 応 が 進 行 して
い る こ とが 判 明 し だ。
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[考察]
抗 原抗体 反応 に よってBLMの 電気 抵抗 が減少 し、histamine含有liposomeか
らのhistamine遊離 が惹起 され だ ことは、 モデル膜 で惹 起 された抗原抗 体反応 が
リン脂質二重 層の透 過性 を亢進 させ 泛 ことを意 味す る。 ここで用 いた抗 血清 は
IgErichの抗血 清 をFrickandIshizakaの方法[21]に従 って硫 安分画 して精製
したもので あ り、補体 の影響 は無 視 し得 るもの と考 え られ る。現 にBarfortet
al.[26]やMichaelsetal.[40]は、 通常 のIgGrich抗血清 に補体 を加 え る
ことによ って初 めて膜抵抗 が減 少 す るこ とを報告 して い る。本実験 で用 い だ抗 血
清 はlgErichであ り、PCAtiterは3200-6400倍まで陽性 であ っだ ことか ら、
本研 究 に於 て観察 され 泛膜 抵抗 の減少 は、IgEのみの関与 し距抗原 抗体 反応 の結
果 であ ると考 え られ る。BLMをIgErich抗血清希 釈液中 で作成 す ると、IgEの
Fc部分 の疎水 性領域 がBLMに 結合 す るもの と考 え られ る。EAの 添加 によ って抗
原 と抗体 が結 合 し、 その結 果、 膜構造 の歪み な い し欠 損が生 じ、膜透 過性 が上 昇
して、抵 抗 が減 少 し泛 もの と考 え られ る。 リン脂 質膜 に対 す る非特異 的 な タンパ
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クの 吸着 だけで は、 この様 な膜抵抗 の減少 が生 じない ことは、BSA添加 で膜透過
が変化 しない ことか ら確認 され てい る。liposomeに抗原で あ るEAを 組 み込 ん だ
場合、EAがliposome膜に一一様 に分布 す るこ とは、 電子顕微鏡 によ って確認 され
た。 これ にlgErich抗血清 を作用 さ せ ると、 や は り膜透過性 亢進 に よ るhist-
amine遊離 が観察 され 拒。IgEは、元 来Fcεreceptorを介 して肥 満細胞 の細胞
膜 に結 合 し、pOlyvalentな抗原 と反応 してhistamine遊離 を惹起 す るもの と考
え られて い るが、 こ こで見 られ た現象 は、IgEと抗原 の結合 だ けでもliposome
膜 の透 過性 を充分亢 進 させ得 るこ とを示 唆 して いる。 二価抗体 で あ るIgEとEA
の結合 によ って、EAの 高次 構造 にひ ずみを生 じ、 そ れがEAの 入 り込 ん でい る脂
質 二重 層 に対 してもひず み な い しは揺 らぎを生 じさせ、 この ひずみ を通 してli-
posome内にtrapされて い 泛histamineがliposome外に流 出 し拒もの と考 え
られ る。
Naxbyetal.[27]やSixe七al.C41]はForssman抗原 或 はハブ テン化 リン脂
質(dinitrophenyl-aminocaproylphosphatidylethanolamine)を組 み込 ん だ
liposomeを用 いてIgGと 補体 の関与 した抗 原 抗体反応 の解析 を行 って いる。 彼
らの使 用 し/i系で は、parkerとしてliposomeにtrapされ だglucoseを
liposomeから遊離 させ るの に は、補 体の添 加 が必須 で あっだ ことが示 されて いる。
補 体系 に はphospholipase作用 は無 い事 が知 られて お り、補 体の 関与 に よる膜透
過 性の亢 進 は、何等 かの物 理 的要因 に よる膜 障害 の結果 であ ると考 え られて い る
[42,43]。本研究 に於て は、IgEと抗 原 との相互 作用 だけで膜透過 性の亢 進が 生
じだ こ とか ら、IgGとIgEは いずれ も二価 抗体 で あ るにも関わ らず、 抗原 との結
合 様式 が異 な って い る可能 性 が考 え られ る。 即 ち、IgE一抗原 結合物 の形成 だ けで、
脂 質二重 層 の物理的性 質 の変化 を惹起 す るのに充 分で あ っだ と考 え られ る。lipo
-sameからのhistamine遊離 の実験 に於て、egg-PCとcholesterolによって 作
成 し泛liposo囎eよりも、肥 満細胞 よ り抽 出 し泛全脂 質 を用 いて作成 しt21ipo-
someの方 が よ り高 いhista田ine遊離 率 を示 した ことは、liposomeを構成 す る脂
質 のheterogeneityとcholesterol含量 の違 いに よ るもの と推定 され る。
Diamantetal.[44]やTasakaetal.[45]の微 小電極法 に よる所 見 や、 蛍光
も しくは ス ピンラベ ル したcompound48180を用 いた実験[46,47]、或 は脱 顆 粒
を伴 わな いhistamine遊離[13,48コな どの所見 か ら、compound48!80は肥 満細
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胞 の細 胞膜 に直接作 用 して、 膜透 過性 を亢進 させ、その結 果媒液 中 よ り細 胞 内 に
流入 し炬Na+に よ り、 顆粒の ヘパ リン ターンパ ク質複合 体 に静電結 合 して いだ
histamineがNa+とイオ ン交換 して細胞 外 に放 出 され ると考 え られて い る[4,
49]。Compound48!80によ る肥満細 胞 か らのhista面ne遊離 は、抗 原抗体 反応 に
おけ るhistamine遊離 に類似 して いるもの と考 え られて お り[50,51]、種 々な
hista剛ine遊離 物質 の うち で最 も広 く使用 され てい る。BLMやliposomeのよ う
なモデル膜 系 に於て も、compound48!80を作用 させ た際 に抗原 抗体 反応 と極 め て
類 似 し彪膜 透過 性の亢 進が み られ 距 という所見 は、肥 満細胞 に おけ るこれ らの作
用機 序 を裏 付 け るも のであ ると考 え られ る。 また、compound48!80のBLMに対
す る作用 にはion選 択性 は全 くみ られ ず、 特定 のionに 対 す る透過 性 を選択 的
に上昇 させ るとい うionophoreとして作用 は持 って いな いこ とが判 明 した。
抗 原抗体 反応 やcompound48!80を作用 させ 炬際の いず れで も、Iiposo開eの
orderparameterは低下 し泛。orderparameterはリン脂質 の脂肪酸 側鎖 の配列
の秩 序度 を示 すparameterであ り、 規則性 が高 い配 列 を してい る場合 に は1、 側
鎖 が全 くrand㎝な動 きを してい る場合 に は0と な る。 従 って、orderparame-
terは、脂質 二重層 の膜流 動性 の逆数 と考 え ることも可能 であ る[36]。抗原 抗体
反応 やcompou側48!80のよ うな肥満細 胞か らhistamine遊離 を惹起 す る条件 下
で は、 リン脂質二重 層のorderparameterが低下 す る、 つ ま り、 膜流動 性 が上 昇
す る という ことを意 味す る。 この事 は、 肥満細 胞の細胞 膜脂質 二重層 に おけ る膜
流動性 の亢進 に対応 す るもの と考 え られ る。 リン脂質 二重層 にお ける脂 質配 列の
乱れ即 ち、perturbationの生 じた部分 で は膜透 過性 が亢 進す るもの と考 え られ る。
抗原抗 体反 応やco即ound48180のように肥満 細胞 か らのhista朗ne遊離 を惹
起 す る刺激 は、 脂質二 重層 膜 に対 して作用 して膜 流動性 及び膜透 過性 を亢進 さ せ
るが、BLMやliposo絎eと言 ったnon-enzymaticなモデ ル系で これ らの作用 が示
され 尨こと は、 肥満細胞 の細 胞膜表 面 におけ る反応 の初 期段階 に もこの様 な物 理
的 性質の変 化 が生 じて いる可能性 を示唆 して い る。 能動 的 に感作 し炬肥 満細胞 で
の抗 原抗体 反応 やcompound48/80によ って生 じるhlsta㈲ine遊離 反応 は、数 秒
以 内 にplateauに達す る立 ち上 が りの速 い反応 で あ る。従 って、 これ を仲介 す る
細胞 膜 を介 した情 報伝達機 構 も速 やか に進行 す る機 構 が必 須で あ るとされ て きて
い る。 これ まで種 々な機 構 が仮説 と して提 唱され て きてい るが、 何段 階に もわ 泛
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る酵素 反応 を仮 定 し炬 リン脂質 メチル化 の様 な考 え方[6]はこの反応 の立ち上 が り
を説明 す ることが困難 で あ る。 しか し、 肥満細 胞の細 胞膜表面 に於 て、抗原 抗体
反応 やcompound48/80による膜透 過性 ・膜流 動性 の亢進 が、non-enzymticに
生 じて いることは確実 で あ ると考 え られ、 これが立 ち上が りの速 いhistamine遊
離反応 の初期過 程 の少 な くとも一部 を説 明 しうるもので ある と考 え られ る。
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第皿章 モデル膜 の流 動性 に及 ぼす メチル化 リン脂質 の影 響
[緒言]
肥 満細 胞か らのhistamine遊離 反応 にお いて も、細胞 膜の表 面 におけ る刺激 の
認識 とそれ に続 く細 胞膜 を介 し拒情報 伝達 が生Lる もの と想定 され て いる。 細胞
膜 を介 した情 報伝達系 にお いて、細胞膜 リン脂 質の メチル化が生 じ、 これがhist
-amine遊離 を開始 させ るtriggerにな るとい う仮説 が報 告 され だ[2
,6]。即 ち、
肥満細胞 の細 胞膜表面 に お いて抗原 抗体反 応 が生 じると、細 胞膜 リン脂質 二重 層
の内部 に おいてphosphatidylethanolamine(PE)のメチル化 が生 じ、 細胞膜 の流
動性 が上昇 す るというもの であ る。 この仮説 に対 しては、 これが提 唱 され 泛 当初
か ら、膜流 動性 の亢 進 を説 明す るにはメチル 化 され るリン脂質 の量 が余 りに も少
な い事[7]や、 立ち上 が りの速 やか なhistamine遊離 を説明 す るにはPEのN一 メ
チル化 速度 が遅 い事 な どの 批判 が続 いて い!L[7,8]。まIL、数種 の細胞系 に お い
て、 リン脂質 メチル化 は刺激応 答 のprocessにお いて は生 じな い というこ とも指
摘 され て いた[8,9,52]。しか し、 この様 な一 連 の議論の 中で、PEの メチル 化誘
導体 で あ るN-methylPE(MPE),N,N-dimethylPE(i')が実 際 に細胞 膜の流 動
性 を亢 進 し得 るか否かの検 討 を行 っ泛例 はな く、 リン脂 質 メチル化 と細胞 膜流 動
性 の亢進 の問 の相 関につ いての検討 は十分 に行 われ ていなか った。
本 章 にお いてはPEの メチル化誘 導体 が本 当に リン脂質 二重層 の流 動性 を亢 進
させ るか否 かの検 討 を行 う彪め、N一メチル化 され たPE誘 導 体 を含有 す る種 々な
liposomeを作 成 し、示 差走査 熱量分析 と蛍光 偏光 解消法 に よ る解析 を行 った。
[実験方法]
一一1it
リン脂質 二重層 のモデル であ るliposomeは、dipalmitoylphosphatidylcho-
line(DPPC),DMPE,MPE,PE及び ラ ッ ト好塩 基球 白血病 細胞(RBL-Dよ り抽 出
した全脂質 を用 いて作成 した。RBL-1からの脂質 の抽 出は、BlighandDyer
匸53]の方法 に従 って行 っ炬。 リン脂 質 メチル化反 応 は リン脂質の親 水基 の部分 に
生 じる反応 で あ り、 脂肪 酸 側鎖 とは全 く無関係 に進 行す る と考 え られ る反 応 で あ
る。 従 って、 合成 リン脂 質 を用 いて実験 を行 う際 には、全 ての リン脂 質の側 鎖 は
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二本のpalmiticacidよりな るdipalmitoyl誘導体 を用 いだ。合 成 リン脂 質 で
あるDPPC,DMPE,鬥PE,PEがいずれ も99驚 以上 の純度 を持 つ ことをTLCに よ
って確認 し、実 験 に供 し泛。 何れ の脂 質 を用 い る場合 に おいて も、 脂質 の均 一 な
混合 を行 うため にchloroformに5mg!閉1の濃度 にな るように溶解 させ た後 、種
々な比率 で脂質 を混 合 し」2。これ を5mgltesttubeとな るように分注 し、減 圧
下 に脂 質 を乾 固 させ た。 これ に200μ1のphysiologicalbufferedsaltsolu-
tion(inmM;NaCi154,KCI2.7,CaCl20.9,HEPES5;pN7.2:PBS)を加 え、
脂質 の相転移 温度 よ りも5℃ 高 い温度 におい て1分 間の超 音波 処理 を行 い、
Multi・la蹴e日arliposomeの懸濁液 を作 成 した。 この20μ1をaluminum製の
sa閉plepanに封入 し、正 確 に秤 量 し拒後、Perkin-Elmer製DSC-2cを用 いて
5℃/minのscanspeedで示 差走 査熱量 分析 を行 った。 同一 のsa即leに つ いて
少 な くとも3回 のscanを行 い、脂質 の相 転移peakの 再現 性 を確 認 した。
2.蛍 光偏 光解消 法
本 章 では、 リン脂質 メチ ル化 の脂質二 重層 に対 す る効果 を リン脂質 の親 水性 領
域 、疎水性 領域 のそ れぞ れで検討 す る 目的 で、2一も しくは16-(9-anthrayloxy)
-palmiticacid(2-AP,16-AP)を蛍光probeと して用 い拒。2-APの分子 運動 は
親 水性領 域、16-APの場合 は疎 水性領域 の膜 流動 性 を反映 しう る[54,55]。2-AP,
16-APはいずれ も3μMの 濃度 でPBSにsuspendして使用 しだ。
種 々な濃度 で混合 し炬 リン脂質のchloroform溶液(2.5mg!testtube)を減
圧 下 に乾 固 させ た。 これにPBSにsuspendさせ た2-APも し くは16-AP溶液
2.5醐1を加 え、 リン脂質 の相転移温 度 よ りも5℃ 高い温度 にお いて20分 間の
超音波 処理 を行 った。超音 波処 理 の後 、liposome懸濁液 を室温 にて1時 間静 置
し炬のち に蛍光測 定 を行 っ炬。2・AP,16-APいず れの場合 にも蛍光発 色団 であ る
9-anthroyloxy基は周 辺環境 の疎水性 が 高 い場 合 に強 い蛍光 を発 す るが、水溶 液
中で は殆 ど蛍光 を発 す るこ とはな く、脂 質膜外 に存 在す る2-AP,16-APによ る蛍
光 は、 無視 で きる程度 で あ った。 蛍光偏 光解消 法 は、Hitachi650-10S蛍光分 光
光度 計 にPolacoa七社 製の 偏光 フ ィル ター を組 み込 ん だ系 で測 定 した。励起光 の
波長 は365㎜,蛍 光波 長 は470㎜ を使用 し泛。 蛍光分 光光度 計の光 学系 におけ
る偏 光性 を補正 した後 、励 起光 の偏光方 向 に平行 な蛍光の強度 を1〃、 垂直 に偏 光
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した蛍光の 強度 を11と して、 定常 光励起条件 下 にお ける蛍光 の偏光 度(P)を 次
式 に よ り算 出 しだ。
P冨(1〃-1⊥)/(1凋ダ+1⊥)
蛍 光偏光 度の温 度依存性 を測 定 す る際 には、 蛍光分 光光度計 のセル ホル ダー を
恒温水 循環 装置 に よって一 定 の温度 に保ち なが ら、0.5℃ノyinのheatingrate
で昇温 を行 っだ。
[実験 結果]
Fig.1に示 し距 ように、DPPCの相 転移温度 は41.6℃ であ り、MPEの相 転移
温度 は59.1℃ であ っ炬。 いずれの場 合に も相転 移 には吸熱反 応 を伴 っだ。DPPC
とMPEを 種 々な割合 で混合 しだilposo柵eの場 合 に は、DPPCとMPEの相転移 温
度の 問で単 一の吸熱peakを 示 し拒が、DPPCあるい はMPE単 独 のliposomeの
Temperature(・C
Fig.1CalorimetricscansoftheliposomesmadeofDPPCanddipalmito-
ylMPEinvariouspolarratios.
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場合 に比較 して、broadで低 いpeakを示 し泛。 この所 見 は、DPPCとMPEの混
合物が どの様 な混合比 にお いて も均 一 な固溶体 を形成 し、相分 離 を示 さな い事 を
示唆 して いる。
Fig.1の結果 に基 づいて作成 し泛DPPCとMPEの 混 合liposo㈲eの相図 が
Fig.2である。 相 図は単 一の幅 の広 いspindleshapeとな り、DPPCとMPEが
gei相に おいて も液 晶相 にお いて も互 い に均 一 に混合 し合 うことを示 してい る。
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Fig.2PhasediagramofthemixtureofDPPCanddipalmitoylMPE.
DMPE,PEの相転移 温度 はそれぞ れ48.6℃、63℃ であ っだ。MPEとPEあ るい
はDMPEとDPPCの混合lipOsomeにおいて も、DPPCとMPEの混合liposome
の場 合 と同様な結 果が得 られたが、相 図のspindleはよ り狭 い もの とな っ泛。 こ
れは、混 合す る リン脂 質の相 転移温度 の差 が、DPPCとMPEの場合 には17.5℃
であ っだの に、MPEとPEで は3.9℃、DMPEとDPPCでは7.0℃ と狭 いだめ で
あ ると考 え られ た。
RBL-1細胞 か らの抽 出脂 質 を用 いて作 成 しだliposomeを用 いて示差走査 熱 量
分析 を行 っ たと ころ、5℃ か ら75℃ の範囲 内で は、 吸熱或 は発熱 いずれの方 向
で もpeakは全 く出現せ ず、MPEやDMPEを添加 した際の効果 を判定 す ること も
困難 で あ っ拒。
一39一
N一メチル化PEの リン脂質 二重層膜 流動性 に 及ぼす効果 を検 討 す るため に、
liposomeの膜 内 に挿入 され た2-APあ るい は16-APの蛍光 偏光度 の測定 を行 っ
た。Fig.3はDPPCとh1PEの混 合liposomeを用 い た場合 の結果 であ る。
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Fig.3Temperaturedependencyofthefluorescencepolarizationof2-
or16一へPincorporatedintotheliposomesofDPPCanddipalmitoy1鬥PE・
一般 に、2-APで得 られ る蛍 光偏光度 は、16・APで得 られ るもの よ りも高 い値 を
示 した。OPPC単独 で作 成 したiiposameにお いては、 温度 の上昇 とともに偏光度
は低下 し、 特YL相 転移温 度 付近で は急 激 に大 き く低下 した。Iipos4meを構 成す
るMPEの 比率 を上昇 させ ると、2一へP,16一へP何れの 場合 に おいても全 ての温度領
域 で偏 光度 の上昇 が観察 され 炬。 この事 は、MPEの混合 によ ってDPPC単独 の場
合 と比較 して、脂 肪酸側鎖 の配列 は規則性 を増 し、 脂質二重層 の流動性 が低下 し
た事 を示 して いる。 これ に対 し、門PEをPEに 添 加 して作成 しだ 蕁ipasameの場
合に は、Fig.4に示 した ように、iiposomeの膜流動性 は、PE単 独の場 合 と比較
して、殆 ど変 化 しなか った。
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Fig.4Temperaturedependencyofthefluorescencepolarizationdeter一
顧inedwith2-or16-APincorporatedintotheliposo瞭∋smadeofdipalmi-
toylPEanddipalmitoylMPE.
[考察]
蛍光偏 光解 消法 で用 いた蛍光probeの2-APと16-APは共通 の蛍光発色 団 で
あ る9-anthroyloxy基をpalmiticacid側鎖 に持 って い る。2-APの場 合 には
9-anthroyloxy基はpalmiticacidの2位に結合 して お り、脂質二重 層内 に お
ける2-APの 蛍光偏光度 は、 リン脂質二 重層の 親水性領 域 の膜流動性 を反映 す る。
一方 、16-APはpaimiticacidの16位に蛍 光発色 団 を有 してい るだめに、 そ
の蛍 光偏光 度 は リン脂質 二 重層 の疎水性領 域の 流動性 を反映 して いる[55]。2-AP
と極 めて類 似 し泛2-(9-anthroyloxy>stearicacid(2-AS)と16-APの蛍光 偏光
度 を、 等方 的 な溶媒 であ るparaffinoil中で比較 し炬報告 に よれば、16-APの
蛍光偏 光度 は常 に2-ASよ りも低 い値 を示 す ことが報告 され てい る[56]。従 って、
本 章の実 験 に おいて16-APによ る蛍光偏光 度 が2-APの場 合 よ りも低 い値 を示 し
だ ことは、 脂質二重 層内 に おけ る蛍光 発色団 の位置 の違 いだ けに よるもの では な
く、 これ ら2種 類の蛍 光probeの性 質の違 い に起 因 し/Lもの もあ ると考 え られ
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る[56,57]。
MPEは親水性 領域 ・疎 水 性領域 の いずれに おいて も、DPPCliposomeの膜流 動
性 を低下 させ、 脂質配列 の規 則性 を上昇 させ る効果 を示 し泛が、PEliposomeの
膜流 動性 に対 しては殆 ど作 用 しな か った。DPPCとdipalmitoylMPEの化学 構造
上の差 異 は親 水性 の頭部 に あ る。DPPCはcholine基を有 してお り、 その構造 は
(N,N・N-trimethylethanolamine)であ り、MPEではN-methylethanolamineであ
る。従 って、DPPCの方 がMPEよ りもメチル基二 つ分 だけ大 きい親 水性基 を有 し
て いる ことにな る。 この ため、DPPC単独 の場合 よ りもDPPCの大 きな頭部 は
MPEの比較 的小 さ い頭部 と混 じり合 って密 なpackingを作成 しうるもの と考 え ら
れ る。DPPC+MPEliposomeでは、DPPC単独liposo糀eの場合 に比較 して よ り高
い蛍光 偏光度 を示 したの は この様 な理 由 によ ると推察 され る。 しか し、PEに
MPEを添加 し泛liposomeでは、Fig.4に示 し泛様 に、 リン脂質 二重層 の膜流 動
性 は殆 ど変化 しな か った。 これ は、 リン脂質頭部 の大 きさの差 がメチル基 一 つ分
しかな い ことに よるもの と考 え られ る。 また、 この事 は、MPEとPEの 相 転移 温
度 がそ れぞ れ59.1℃、63℃と、極 め て近 接 してい炬 こととも良 く一致 す る。
DPPCliposomeの液晶相 に及 ぼすMPEの 効果 は流 動性 を低 下 させ るもの であ り、
この様 な効果 は、 リン脂質 二重層 に対 して膜安定 化効果 を発 揮す る ことの知 られ
ている局 所麻酔 薬 の作用 と も類似 してい た[58]。Hirataら[6]は、 リン脂質 メ チ
ル化反応 はphospholipaseA2の活 性化 を促す と して い るが、局 所麻酔薬 の膜 安
定化効果 は、逆 にphospholipaseA2の活 性 を抑制 す るこ とが知 られ てお り[58]、
この点か らも、 メチル化反 応 が流 動 性 を亢進 す るとい う仮 説 には難 点が あ る。
S-adenosyi-methonineを基 質 と し炬メチル化反応 が細胞膜 で生 じて いる とい う
こ とが、 リン脂質 メチル化 反応 の一 つの根拠 とな ってい る。 しか し、S-adenosyl
-methionineを基質 と した メチル 化反応 は必 ず しも リン脂質 だ けに しか起 こらな
い反応 では な く、 タンパ ク質のcarboxy-methylationも生 じることが知 られて い
る[59]。タンパ ク質の メチル 化反応 も細胞 膜の流動 性 に影 響 を及 ぼす可 能性 は否
定 で きない。
本章 におけ る解 析の結果 、PEのN一 メチル化 は リン脂質二 重層 の脂質 配列 の規
則 性を上昇 させ膜 流動性 を低下 さ せ るとい う、 膜安定 化効果 を発揮 す るこ とが示
された。 同様 な効果 は、細 胞膜 の リン脂 質二重層 にお いて も生 じる可 能性 が考 え
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られる。 しかし、ラット肥満細胞膜における刺激応答の結果として産生される
MPE量が極めて少ないこと[7]、ないしは殆ど産生されないこと[9]が報告されて
おり、実際の細胞で産生されるMPEが細胞膜に対する安定化効果を発揮するか否
かを明らかにすることは現在の所困難である。
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第IV章 肥満 細胞 か らのhistamine遊離 に及 ぼすlysophosphatidylcholineの
作 用
[緒言]
抗原抗 体反 応 や種 々なhistamine遊離物質 に よっ て惹 起 され る肥 満細 胞 か らの
histamine遊離 反応 に おいて は、細胞膜 に おけ るリン脂 質代謝 回転の亢 進が重 要
な役割 を担 って いる ことが示 唆 されて い る[2,6]。肥満細 胞が適 当な刺 激 を受 け
泛際惹起 され るphospholipaseA2の活性化 は、 リン脂質 に作用 してarachi-
donicacidとそ の一連 の代 謝物(arachidoniccascade)を生 ず る ことで特 に重
要視 され て いる。 しか し、 この酵素 の活性化 は生化学 的 にも重 要な意 義 を持 つ
lyso一リン脂質 も生 ず る。特 にlysophosphatidylcholineClyso-PC)は細胞膜 流
動性 を亢 進 させ る可能性 が 指摘 され てお り[6]、その 他、細 胞膜 と顆粒膜 の融合 を
促進 す る原因物 質で あ るこ とも示 唆 され てい る[60,61]。更に、phospholipase
A2やlyso-PCによって惹起 され るhistamine遊離 反応 において は、micelle形
成 に起因 す る細胞膜 破壊 が強 調 され て いる[62]。しか し、肥満 細胞 の細胞膜 内 に
おけるlyso-PCの含量 は僅 かで あ り[32]、細 胞の活 性化 の過程 で産生 され る
lyso-PCの量 も、細胞 膜の 内部 でmicelle形成 を起 こ しうる程 高 くな い と考 え ら
れ る。 この様な点 か ら、 肥満 細胞 か らのhistamine遊離反応 におけ る1yso-PC
の役 割 について解析 を行 った。
匚実験方法]
ラ ・ン'か らのhistamine
前述の方 法 に よ り、wistar系雄性 ラ ッ ト(250-300g)より肥満細胞 を95
瓢以上 の純度 で単離 し、PBSで2回 洗浄 した後、 以下 の実験 に供 した。
ラッ ト腹腔肥 満細 胞浮遊 液 を種 々な濃 度のlyso-PCと37℃、10分 間incuba
-tionを行 っ数後、0.5ug!mlのcompound48/80を加 え、更 に10分 間incu
-bationを行 っ拒。氷冷 に よ り反応 を停止 させ、100Xg,4℃,10分間 の遠心 分
離 に よって細 胞 と上 清 を分 離 し、上清 中 に遊離 したhistamine量と細 胞 に残存 し
たhistamine量をそれぞれShoreの方 法[31]に従 って蛍光定 量 し、histamine
遊 離率 を求 め た。 なお、lyso-PCとしては1-palmitoyl-L-a-lyso-PCを用 いた。
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ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 の45Cauptake
ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 へ の45Cauptakeは、Spataroetal.の方 法[63]に準 じ
て測 定 し た。95累 以 上 の 純 度 で 単 離 しf`ラッ ト腹 腔 肥 満 細 胞2.5×105cells
を、1.35uCiの45Caと37℃,i分 間 のincubationを行 っ た後 、 種 々 な 濃 度
のlyso-PCを加 え て15分 間incubationを続 け 炬 。 これ に0.5μg!mlのco㎝
一pound48!80を加 え て更 に5分 間incubationを続 け だ
。 氷 冷 に よ って 反 応 を
停 止 さ せ た後 、 細 胞 をPBSに て2回 洗 浄 し、10駕TritonX-100を作 用 さ せ て
細 胞 を 可 溶 化 した 。 これ に5mlの 液 体 シ ン チ レー タ ー(NewEnglandNuclear,
ATOM凵GHT)を加 え 、 放 射 活 性 を 液 体 シ ン チ レ・一 シ ョ ン カ ウ ン タ ー(AIoka,LSC-
700)によ って 測 定 した。
ラ ッ'へ の14C-ISO-PCの り'み
単 離 肥 満 細 胞(106cells!tube)を1-(1_140)-palmitoyllyso-PC(0.46uCi
!tube,4μmnPBS)と37℃,15分 間 のincubationを行 って1°C-lyso-PCを
取 り込 ませ た 。 氷 冷 に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ 拒後 、 細 胞 をPBSに よ っ て2回 洗
浄 しだ。 肥 満 細 胞 か らの 全 脂 質 の 抽 出 はBlighandDyerの方 法[53]によ っ て 行
い、 抽 出 し数脂 質 をSilicagelGplateにapp1Yし た。CHCis:McOH:AcOH:NzO
(30:15:4:1)の組 成 を 持 つ 展 開 溶 媒 で 展 開 した 後 、plateを30fractionsに分
割 し、 各fractionをCHC)s:McOH(2:1)で抽 出 し 拒。 有 機 溶 媒 層 に液 体 シ ン チ
レー タ ー(NewEnglandNuclear,ATOMLIGNT>を加 え、 放 射 活 性 を 液 体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン ター に よ っ て 測 定 した。
liosomeからのcarboxfluoresceinCF
CF含 有liposomeは、e8gyolkphosphatidylcholine(egg-PC)とcholeste
-rolを用 い て 、Klausnereta1.[64]の変 法 に よ り作 成 し漁 。 即 ち、100mMの
CFを 含 むNEPESbufferedsaline(inmM;NaCi154,HEPES5;pK7.4)中に
::'とcholesterol(5:1)を 加 え、 氷 冷 下 で20分 間 の 超 音 波 処 理 を行 う
こ と に よ りsonicatedliposomeを作 成 した 。 これ をSepharOse4Bカラ ム
(2.5ux30cm)にapplyし てHEPESbufferedsalineで溶 出 す る こ と に よ
っ てliposomeにtrapさ れ な いCFを 除 去 し、CFをtrapし たunilamellar
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なliposomeだけ を選 択 的 に 集 め た。 こ のlipos㎝e懸 濁 液 に 種 々 な 濃 度 の
lyso・PCを加 え37℃,5分 間 のincubationを行 い、 そ の 後 、co覦pound48!80
を媒 液 中 に 添 加 し泛 。CFがliposomeに 取 り込 まれ て い る状 態 で は、liposome
内 のCFの 濃 度 は極 め て 高 く、CF分 子 間 のself-quenchingの泛 め に全 く蛍 光 を
発 しな い。 しか し、liposo閉eからco即ound48/80の作 用 下 にCFが 遊 離 して く
る と、CFはself-quenchingから解 放 さ れ 、 強 い蛍 光 を発 す る よ う にな る。 従 っ
て 、 励 起 波 長470㎜ 、 蛍 光 波 長515nmでCFllposo田e懸 濁 液 の 蛍 光 強 度 の 変
化 を 記 録 す る こ とに よ り、1iposo覦eからのCFの 遊 離 の 時 間 経 過 が記 録 で き る
[64]0
"'に よ るliosomeの 轟 のb
liposomeの膜 流 動 性 は 、 第 皿 章 に記 述 し炬 方 法 に 従 っ て2一 も し くは16-(9・
anthroyloxy)palmiticacid(2-AP,16-AP)を蛍 光probeと して 用 い て測 定 し痘 。
種 々な 濃 度 のlysO-PCを含 有 す るdipalmitoylphosphatidylcholine(DPPC)を、
3μ岡 の2-AP或 は16-APを 含 むPBS中 で 超 音 波 処 理 を 行 っ てliposomeを作 成
し炬 。 励 起 波 長375nm、 蛍 光 波 長47Q㎜ に て 蛍 光 偏 光 度 の測 定 を行 っ 拒。 励 起
光 の偏 光 方 向 に 平 行 に 偏 光 した蛍 光 強 度 を14、 垂 直 に偏 光 しだ蛍 光 強 度 を1⊥ と
し、 次 式 に よ って 蛍 光 の 偏 光 度 を算 出 し彪[54,65]。
P=(1ガ ー1⊥)/(14+1⊥)
ラ ッ ・ 血 の し 血
ラ ッ ト赤 血 球 の 低 張 溶 血 に及 ぼ すlyso-PCの効 果 は 、SeemanandWeinstein
[66]の変 法 に よ っ て 判 定 し彪 。hypotonicbuffer(inmM;NaCI68,HEPES5;
pH7.4)として 、70累hemolysisを生 じ る浸 透 圧 の 溶 液 を用 い た 。 種 々な 濃 度 の
lyso-PCを含 むhypotonicbuffer中に ラ ・ソ ト赤 血 球 を 加 え、37℃,5分 間 の
incubationを行 っだ の ち、200xg,4℃,10分 間 の 遠 心 分 離 を 行 い、 上 清 の
543nmにお け る 吸 光 度 を測 定 し泛。 実 験 結 果 はhypotonicbuffer中に て 生Uる
controlの溶 血(70駕 溶 血)を1と した相 対 値 で 表 示 した 。
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lactatedehydrogenase活性 の 測 定
Percoil密度 勾 配 遠 心 分 離 法 に よ って 単 離 した ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞(5x105
cells!tube)をPBSに浮 遊 させ 泛 後 、 種 々な 濃 度 のlyso-PCを加 え て37℃ 、
15分 間 のincubationを行 っ た。 氷 冷 に よ っ て 反 応 を停 止 さ せ 炬後 、100xg,
4℃,10分 間 の 遠 心 分 離 に よ っ て細 胞 と上 清 を 分 離 した。 上 清 と細 胞 中 のLDH活
性 を 以 下 の 方 法 に よ っ て 測 定 し 泛。 分 離 さ れ た 細 胞 に は1囲 のPBSを 加 え、 氷
冷 下15秒 間 の 超 音 波 処 理 に よ っ て破 壊 し、 しaH活性 の測 定 に供 し た。
しDH活性 の 測 定 に は 試 料 と等 容 量 のassaysOlution(0.6mMpyrubate,0.38
mMNADH,50mMphosphatebuffer,pN7.5)を加 え、35℃,2分 間 のpreincu・
bationの後 、 基 質 で あ るpyruvateがlactateへと還 元 され る反 応 に と も な っ
てNADHがNAD+へ と変 換 さ れ る過 程 を340nmの 吸 光 度 に よ っ て記 録 した 。
LDH活性 はWroblewskiandしa加e[67]に従 っ て 、 次 式 に よ り求 め だ 。
LDNactivity=-1720xDE(340nm)/2min
IySU-PCのcriticalmicelleconcentration(CMC)の測 定
CMCの測 定 は、hydrophobicfluorescentprobeであ る1-aniilino-8-naph-
thalenesuIfonate(州S)を用 いて 行 っだ 。micelleが形 成 さ れ 環 境 の 疎 水 性 が
上 昇 す る とANSの 量 子 収 率 が 上 昇 し、 強 い蛍 光 を発 す る よ う に な る。
種 々な 濃 度 のlyso-PCをPBSに 溶 解 し 炬後 、10uMの 濃 度 に な る よ う にANS
を添 加 し、37℃ に て励 起 波 長375nm、 蛍 光 波 長485nmで 蛍 光 強 度 の 測 定 を 行
っ た。 蛍 光 強 度 を 著yso-PCの濃 度 に対 してplotし 、 蛍 光 強 度 が 急 激 に立 ち 上 が
る濃 度 をCMCと し泛[68]。
肥 満 細 胞 のviabilityの測 定
肥 満 細 胞 のviabilityは、0.2露 のTrypanblueを使 用 しだdyeexclusion
testによ って 確 認 した 。
ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 の リン 脂 質 組 成 の 分 析
Percoil密度 勾 配 遠 心 分 離 法 に よ って95駕 以 上 にpurifyし 炬 ラ ッ ト腹 腔 肥
満 細 胞 よ り、 前 述 の よ う に 、Strandberg&Westerberg[32]の方 法 に従 って リン
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脂質 の抽 出 を行 い、Bertlett[33]の方法 に よ りリン脂質組 成の分 析 を行 っ泛。
[実験 結 果]
肥 満 細 胞 をlyso-PCとincubationを行 った 際 、4μ 凹 以 下 の濃 度 に お い て は、
肥 満 細 胞 か らのspontaneousなhista而ne遊離 に は な ん ら影 響 は な か っ た。 し
か し、compound48/80によ っ て 惹 起 さ れ た 肥 満 紬 胞 か らのhistamine遊離 は、
4μ阿 以 下 のlyso-PCによ って 濃 度 依 存 的 に抑 制 さ れ た。lyso-PCの濃 度 が
4μ凹 を 超 え る と、 逆 にlyso-PC単独 で も著 明 なhistamine遊離 を 惹 起 し炬
(Fig.1)0
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Fig・1Effecも ・flys・ph・sphatidylcholineon七hehist翻nereieasefrom
is・latedrat剛t。Healmastcellsduet・c・mp・und48!80(0 .5μ9!譎D.
肥満 細 胞 に お い てlyso-PCの代 謝 に よ っ て生 成 さ れ る こ と が予 測 さ れ るpal-
miticacidやphosphatidylcholineは、 いず れ も100μ 岡 の 濃 度 ま で 作 用 さ せ
て も 、spontaneousなhistamine遊離 に対 して もcompound'48/80によ って 惹 起
さ れ 泛histamine遊離 に対 して も、 全 く影 響 を示 さ な か っ だ。 ま た、 肥 満 細 胞 へ
の45Cauptakeはcompou間48!80の作 用 下 にcontrol(387.8±19.6dpm/
106cells,n=6)の約2.5倍 に上 昇 した(986.4±25 .7dpm!106cells,n=6,
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p《0.01)。こ の 効 果 は、4μ 門 以 下 のlysa-PCに よ って 濃 度 依 存 的 に 抑 制 さ れ 拒。
特 に4μ 陛 の 濃 度 に お い て は 、lyso-PCによ る抑 制 効 果 は最 大 と な り(403.7±
21.8dpm!106cells,n=6,p<0。01)、dSCauptakeはcontrollevelにまで 抑
制 さ れJL。
14C-lyso-PCをラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 とincubationし数後 に 、 肥 満 細 胞 の 全 リ
ン脂 質 を抽 出 してlyso-PCの代 謝 に よ る14C放 射 活 性 の 他 のfractionへの 移
動 を 検 討 しだ 結 果 、37℃、15分 間 のincubationとい う条 件 下 に お い て は大 部 分
の 放 射 活 性 がlyso-PCfractionにと ど ま っ て お り、palmiticacid及びphos-
phatidylcholinefractionへ移 行 しIL放射 活 性 は 僅 か しか な か っ だ(Fig.2)。
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Fig.2Distributionof1°C-radioactivityinphospholipidfractions
extractedfromratmastcells.Rfvaluesofauthenticsampleswereas
follows:iyso-PCO.05,phosphatidylcholineO.38,palmiticacidO.98.
lyso-PCのhistamine遊離抑 制効果 の機序 を検 討 す るだめ に、 モデル膜 を用 い
てlyso-PCの膜 作用 につ いて検討 しJL。CF含有liposomeを作 成 し、 これ に
compound48180を作用 させ る と、速 やか にCF遊 離 が生 じる。 しか し、4ｵM以
下 のlyso-PCを前処置 させ ることに よって、CF遊 離 は濃度依存 的 に抑制 され 炬
(Fig.3)0
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Fig.3Effectoflysophosphatidylcholineonthecarboxyfluorescein
releasefro旧iiposo謄陀sinducedbycompound48/80(5μ8!ml).
Fig.4はliposomeのリン脂質 二重層 の膜 流動 性 に対す るlyso-PCの効果 に
つ いて検討 し泛もの であ る。蛍 光偏光 度 は リン脂質二 重層 中での蛍光probeの配
向状 態 を示 して お り、偏光 度 が高 いほ ど蛍光probeの分子運動 が制 限 され て お り、
偏光 度が低 い と脂 質二重層 の流動 性 が高 いこ とを示 して い る。
DPPC単独 で作成 し炬liposomeにお いては、温度 の上 昇 に ともな って、2-AP,
16-APいず れの蛍光偏 光度 もDPPCの相転 移温度 付近 に おいて、 急激 で大 きな減
少 を示 し泛。lyso-PCを添加 して作成 した 暑iposomeにおいては、30℃ 以下 の
gel状態 に おいて は2-AP,16-APいずれの蛍光偏 光 度 も低 下 させ、 膜流 動性 を上
昇 させて いる ことが示 され 炬。一方 、DPPCの液 晶状 態 にお いて は、lyso-PCは
2-AP,16-APの蛍光偏光度 を上昇 させ、膜流 動性 を低下 させ てい ることが示 さ れ
た。 この効 果 はliposomeに添加 す るlyso-PCの用 量 に依存 していだ。
以 上の検 討か らlyso-PCの作用 が リン脂質 二重 層 に対 す る膜安定化 作用 で あ る
可能 性が示 唆 され たため、 膜安 定化効 果の指標 と して知 られて い るラッ ト赤血 球
の低張 溶血 に対す る阻止効 果[66]について検討 し泛。Fig.5に示 し彪 よ うに、4
μ岡以 下のlyso-PCは濃度依 存的 に赤 血球の 低張溶 血 を阻止 したが、 そ れ以 上の
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濃度においては逆に溶血を促進することが示された。
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Fig.4Temperaturedependencyofthefluorescencepolarizationof2-
or16-(9-anthroyloxy)palmiticacidincorporatedintotheliposomesmade
ofdipalmitoylphosphatidylcholineand1-palmitoyllysophosphatidylcho-
line.i(DPPClyso-PC=1000),　 <DPPClyso-PC=8515),
(DPPClyso-PC=7030).
lyso-PCは、4μ凹以 下の場合 とそ れ以上 の濃度 で は、 この様 に相反 す る効果 を
発揮 す る。 この問題 につ いて検討 す る泛め に、ANSを用 いて臨界 ミセル濃 度 を推
定 しだ とこ ろ、7μMと い う値 が得 られ た。 ま炬、 肥満細 胞 を種 々な濃度 のlyso
-PCとincubationを行 い、 細胞 質のmarkerenzymeであるLDHの 遊離 につ い
て検 討 した ところ、4μ岡以下 のlyso-PCでは殆 ど 酬 の遊離 は観察 されなか っ
炬が、7μM以 上のlyso-PCによって、 急激 にLDHの 遊離が生 じる ことが示 され
ヲと(Fig.6)o
一51一
.望
い
あ
ろ
E
a,
r
d
.≧
罵
d
L
1.0
0.5
丶一
**
＼ 重。、
/
**pくO.01
Fig.5Influenceoflysophosphatidylcholineonhypotonichaemolysis.
Fig.6LDHreleaseinducedbylysophosphatidylcholinefromratperito-
Healmastcells.
同 様 の 結 果 はTrypanblueを 用 い 炬dyeexclusiontestに よ っ て も 示 さ れ 、
一52一
4μM以 下 のlysO-PC処理 に よ る肥 満 細 胞 のviabilityは95%以 上 で あ っ 叛 が 、
10;uMのlyso-PC処理 に よ って ほ ぼ100露 の 細 胞 がdamageを 受 け て い だ。
compound48!80の作 用 下 にphosphatidylserin+p㎞}sphatidylinositolの僅
か な 上 昇 傾 向 と、lyso-PCがや や 減 少 す る傾 向 が み られ た も の の 、 差 は極 め て 小
さ く、compound48/80の作 用 下 に 肥 満 細 胞 の リン 脂 質 組 成 は殆 ど変 化 しな い こ と
が 示 され 〕セ。
累composition
48/80treatedgroup
phospholipid control
5min 15min
phosphatidylethanolamine
phosphatidy+linositol十
phosphatidylserine
phosphatidylcholine
sphingomyelin
lysophosphatidylcholine
Others
34.0±-1.3134.2±1.56
14.7i--0.065
33.0±1.55
13.5-}0.5?5
0.5
4.7±1.18
12.9±0.654
33.0±2.32
14.5±1.02
notdetectable
4.4±1.2?
34.0±1.79
16.4±0.844
32.2±1.33
14.4-1-0.664
0.4
3.1±0.64
Table1.Changesinphospholipidcompositionofratperitonealmast
cellsinducedbycompound48/80(0.5μ9/ml)・
[考察]
肥満 細胞 か らのhistamine遊離 反応 に おいて は、lysO-PCが界 面活性 作用 を発
揮 して細胞 膜 に障害 を生 じ、 これがhistamine遊離 の原 因 とな るとい う事 を示 唆
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す る多 くの報告 があ る[2,6,69]。hista棚ine遊離 の初 期過程 にお いて、肥満 細
胞のlyso-PC含量 が上 昇す る ことや、phospholipaseA2によ ってhistamine遊
離 が惹 起 され る ことが、 この作業 仮説 の一つの根 拠 とな って い る[60,62,70]。
この場 合、phospholipaseA2は肥満細 胞か らのhistamine遊離 反応 にお け る
keyenzymeであ ると想定 されて い る[6,69]。しか し、 肥満細胞 の活性化 に とも
な って細 胞膜 で生成 され るlyso-PCの量 が、細 胞膜 の破壊 を生 じるほどの濃度 に
達 し得 るか否 か についての 直接 的な証拠 は、全 く示 されて いな い。
肥満細 胞 とリン脂質二 重 層 に対 す るlyso-PCの直 接作用 につ いて検討 した結果 、
lyso-PCは4μ門以下 の低 濃度 で はcompound48!80によ り惹起 され る肥 満細 胞
か らのhista躙ine遊離 及び45Caの取 り込み を抑制 した。 この事 か ら、lyso-PC
が これ まで指 摘 されて い距 ようなhistamine遊離 に対 す る促進的 な因子 という よ
りも、細 胞外 か らの刺 激 に対 する内在性 の防御 因子 であ る可能性 が高 い ことが示
唆 され た。
肥満細 胞 にお ける1yso-PCの代謝経路 は、 ア シル 化反応 に よ るphosphatidyl
-cholineへの変 換、或 は脱 アシル化反応 によ る脂肪 酸 の遊 離で あ ると考 え られ る。
本 研究 に おいて14C-lyso-PCを肥満細胞 とincubationして肥満 細胞 に取 り込 ま
れ たlyso-PCの代謝 を検 討 した結果 、本実験条 件下 において は代 謝 され るlyso
-PCの量 は僅 かで あ り、 細 胞外 か ら作用 させ たlyso-PCはほとん どがlyso-PC
の ままで細胞 膜 に存在 す る ことが示 され炬。 しか も、phosphatidylcholineや
pa1蹴iticacidによ って は肥満細 胞か らのhistamine遊離 は全 く影響 を受 けなか
ったこ とか ら、lyso-PCによるhistamine遊離 抑制 作用 はlyso-PCの代謝物 に
よるもので はな いこ とが示 され 拒。
lyso-PCが肥満細胞 か らのhistamine遊離 のみ な らず、compound48180によ
って惹起 され数CF一含有liposomeからのCF遊 離 も抑 制 し炬 ことは、lyso-PC
が リン脂 質二 重層 に直接 作 用 して、 リン脂質二重 層の膜 透過性 上昇 を抑制 して い
ることを示 唆 して い る。compound48!80は、 リン脂 質二 重層 にperturbationを
惹 起 して リン脂質二重層 の 膜流動 性 と膜透 過背 を上昇 させ、 これがhis扼㎜ine遊
離 の一 つの原 因 にな ると考 え られ る[71]。これ に対 し、lyso-PCがcompound
48!80によ って惹起 され る膜透過性 の亢進 を抑制 し彪 ことは、lyso-PCの作 用点
が リン脂 質二 重層 にあ って、 膜安 定化効 果 を発揮 してい るもので ある と考 え られ
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る。DPPCの膜流 動性 に対す るlyso-PCの効果 は、 この考 えを支 持 してい る。
lyso-PCはDPPCのgel状態 の流動 性 を上昇 させ たもの の、液 晶状 態の流動 性 は
低下 させ た。 細胞 膜の脂質 二重層 は、 生理 的条件 下で は液晶状態 で存在 して い る
とい うことを考 え ると、lyso-PCの細 胞膜 に対 す る作用 も膜流 動性の低下 で あ る
と考 え られ る。膜 安定化 効果 は、 ラ ッ ト赤血球 を用 い泛低張溶 血阻止作 用に お い
ても確認 され た。
以上の ような解 析 よ り、lyso-PCのhlstamine遊離抑 制作用 は、lyso-PCが兜
満細胞 の細 胞膜 脂質二 重層 に作用Vて 、細胞 膜 に対 す る安定 化効果 を発揮す るこ
とによ り細 胞膜 流動性 及び膜 透過性 の 亢進 を抑制 し、肥 満細 胞の活性 化段階 を 阻
止 してい るこ とによ るもの と推察 され る。
一方、lyso-PCは臨界 ミセル濃度 を 超 え る濃度 では、 そ れ 自身 で肥 満細胞 か ら
のhistamine遊離 を惹起 した。 この 様 な効果 の逆 転現象 は、 赤血球低 張溶 血 反応
にお いて も同様 に観 察 され 泛。 また、 肥満 細胞LDHも 、CMC以上 の濃 度のlyso
-PCによって濃度 依存 的に急激 に遊離 され/iこと よ り、 高濃度 のlyso-PCによる
histamine遊離促 進効果 は、lyso-PCのmicelle形成 に ともな う細 胞膜障害 の結
果 で ある事 が示 され 泛。
Table1.で示 され(Lように、肥満 細 胞か らのhistamine遊離 を惹起 す る濃 度
のcompound48!80作用下 に も、肥満 細 胞の リン脂質組成 は殆 ど変動せ ず、lyso
-PCは、 む しろ減 少傾 向 を示 しIL。従 って、肥満 細胞か らのhistamine遊離 反応
に おいて、本実 験 で示 され た よ うなC鬥Cを 超 えるほ どのlyso・PCが生成 され る
とい うことは極 め て困難で あ ると考 え られ る。生理的条 件下 でのlyso-PCは、
CMC以下の濃 度で あ ると考 え られ、 これ まで指摘 されて いる ようなhistamine遊
離 の促進因子 と して作用 す るので はな く、 細胞膜安定 化効果 を有 した内因性 の
histamine遊離抑 制因 子で あ ると考 え るべ きで あ ると思 われ る。
-55一
第V章 モデル 膜系 におけ るhistamine遊離 抑制 物質 の作用機序 解析
[緒言]
1型 ア レルギ ー反応 にお け る肥 満細 胞か らのhistamine遊離反応 は、hista-
mineのみ な らず種 々なchemicalmediatorsの放出 を伴 う重要 な生 体反 応 であ る。
従 って、 肥満 細胞 か らのhistamine遊離 を抑制 す る化合物 は、抗 ア レル ギー薬 と
して使用 されて い る。 事実、histamine遊離抑制 を一 つの 目標 として種 々な抗 ア
レル ギ ー薬 の開発 が行 われ て いる。 抗 ア レルギ ー薬 の作 用機序 として は、 細胞 内
c-AMPレベル の上昇 や細 胞 内へのCaion流 入の抑 制 とい っだ機構 が想定 されて
い る[72]。しか し、代表 的 な抗 ア レル ギ....薬で あ るcromolynsodium(DSCG)の
histamine遊離抑 制作用 は、媒 液 中のCat+の有無 とは無 関係で あ ることが報 告
されて お り[73]、抗 ア レル ギー薬 に よるhistamine遊離抑制 作用の機 序 は充分 に
理解 され て いな いのが現状 で あ る。DSCGの作 用機 序 と してEmisetal.[73]は
細胞膜 の安 定化効 果に よ る細胞 膜 を介 した情報 伝達 の抑制 を示 唆 してい るが、 そ
れが どの様 な機序 に よって発現 され るのか は検 討 されて いない。 肥満 細胞 か らの
histamine遊離反応 を開始 させ るの は、細胞膜表 面 にお ける刺激 の認識 とその情
報の細胞 内 への伝達 であ る と考 え られ てい る。 この際 には、細胞膜 脂質 二重 層 が
重要 な役 割 を担 ってお り、histamine遊離刺 激 は脂質二 重層 に対 してperturba・
tionを生 じさせ る。 ま泛、lysophosphatidylcholineは細 胞膜 に対 す る安定化 効
果 を有 して お り、histamine遊離 に対す る抑 制効果 を発揮 す ることも明 らか に さ
れて い る[74]。これ らの知 見 よ り、種 々な抗 ア レル ギ ー薬 の細胞膜 脂質二 重層 に
対す る作用 の解 明は、抗 ア レル ギー薬 の作用機 序 の理 解 につなが るもの と考 え、
モデル膜 系 に対 す る抗 ア レル ギー薬 の作用解析 を行 った。
[実験方 法]
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DPPC5mgに 被 検 薬 物 を 加 え 、0.2剛1のPBS中 に てDPPCの 相 転 移 温 度 よ り
も5℃ 高 い 温 度 で30穆 間 の 超 音 波 処 理 を 行 い、multilamellarliposo旧esus・
pensionを作 成 し拒 。 こ の20u1をaluminum製 のsamplepanに 封 入 し、 正 確
に 秤 量 し た後 、PerkinElmer製DSC-2cによ っ て 示 差 走 査 熱 量 分 析 を 行 っ た。 温
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度操 作範 囲 は10℃ か ら60℃ と し、 走査速 度 は5℃!minで行 った。 使用 し泛被
検薬 物 は、 いず れ も走査 温 度の範 囲内 で は吸熱或 は発熱 反応 を示 さなか っ泛[65]。
リン脂質二 重層 の膜流 動性 に及 ぼす抗 ア レル ギ ー薬の作 用
リン脂質 二重層 の モデル と して、dipalmitoylphasphatidylcholineを用 いた
liposo蹴eを作成 しだ。膜 流動 性の指 標 と して、1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene
(DPH)を用 いた蛍 光偏 光解 消法 に よ りorderparameterの測定 を行 った[71]。
DPPCに被 検薬物 を添加 しphysiologicalbufferedsaltsolution(inmM;
NaCi154,KCI2.7,CaCi20.9,HEPES5;pH7.4:PBS)中で(46℃)、20分間
の超 音波処 理 を行 いliposomeを作成 し泛。 これ らのliposomeのorderpara-
meterの温 度依 存性 を測定 し、種 々な被検薬 物 が リン脂 質二重層 の脂質 配列 に対
して いか な る作 用 を及 ぼす の かにつ いて検 討 した。本実験 で は、DPPCの濃 度 が
1mMに な るよ うに しだ。
低張 溶血 に対 す る阻止効 果
Wistar系雄性 ラ ッ ト(250-300g)をエーテル 麻酔下 頸動脈 にカ ニ ュー レを
挿入 し、 ヘバ リン溶液(1000units!副)を添 加 し海試験管 中 に全血 を採血 した。
これを遠心 分離 し、赤血 球 をPBSで2回 洗浄 した。SeeManandWeinstein
[66]の方法 に準 じて、被 検薬物 を含 む溶液 に赤 血球 を5x107cells/硴1加え、
37℃、5分 間 のincubationを行 った後、200Xg,4℃,1分 間 の遠心分離 を行
い上清の 吸光度(543nm)を測定 しだ。 溶血度 の判 定 は、0.9駕NaCI中での溶血
を0駕 、0.甥NaCI中での 溶血 を100器 溶 血 と し、種 々な濃 度のNaCI溶液 中で
の 吸光度 を測定 し、検量 線 を作成 しだ。 また、 薬物 の溶血 阻止効果 の判定 は、薬
物 を含 まな い0.4器NaCi+5mMHEPES(pH7.4)液(148mOsm}での溶血 度、
即 ち、70%溶血 を指数100と し、薬物 を この液 に溶解 して溶 血度 を求め、70驚
溶血 に対 す る溶血指数 と して求 め だ。
[実験結果]
示差 走査熱 量分 析 に よるDPPCと抗 ア レル ギー薬 との相互作 用の解 析
種 々の抗 ア レル ギー作用 を有 す る薬 物の作 用機序解 明の手 がか りを得 る目的で、
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DPPCをモデル膜 と しだ リン脂質 二重層 と薬物 との相 互作用 を示差走 査熱量分 析 に
よ って検 討 した。Fig.1-5は これ らの薬物 を加 えて作成 しだDPPCIiposome
を用 いて示差走査 熱量分 析 を行 っだ結果 を示 してい る。DPPC単独 の場 合 には
41.6℃に極 大 を持 っ彪吸熱peakがmaintransitionpeakとして出現 して いる。
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Fig.1CalorimetricscansofDPPCcontainingpromethazine.
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Fig.2CalorimetricscansofDPPCcontainingpyrilamine.
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Fig. 4 Calorimetric scans of  WPC containing  cromoglycate.
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Fig.5CalorimetricscansofDPPCcontainingSM-857.
これ は、DPPCのge1から液晶状態 への相 転移 に由来す るもので あ る。 また、34
℃ 付近 にpretransitionと呼ば れ る小 さなpeakも出現 して い る。
compounds dosefora1°Cdropfor
1剛gofDPPC(娜ole)
pro衛ethazineO飜CI
pyr日amine紹旧ieate
a2elastine◆開C蓚
DSCG
S岡一857
0.044
0.243
0.048
>1.2
>1.5
Table1.Drugconcentrationrequiredfor1°Cdropofthephasetransi-
tiontemperatureofDPPC.
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DSCG,SM-857以外 の薬物 を加 えて作 成 しだliposomeでは、Fig.1-3に 示
し炬よ うに、添 加 す る薬物 の量 に依存 して、相転移peakが ブ ロー ドにな り、 相
転移温度 が低 下 し泛。 これ らの薬物 に おいて は、5mgのDPPCに 対 して0.05-
0.hgの 薬物 を加 え たliposomeで既 にpretransitionpeakは消失 して い る。
しか し、Fig.5,6に示 し炬 ように、DSCG及びSM-857の場 合 には、 他の薬 物 と
異 な り、DPPCのpretransition,maintransitionのいず れに も全 く作用 しな か
っ炬。DSCGはNa塩 であ るが、freeacidの形 に した もの を用 いて同様の測 定 を
行 った際 にも、DPPCの相 転移 は全 く影響 を受 けなか っだ。DPPCの相 転移peak
(gaintransition)の温 度 を1℃ 低 下 させ るの に要 す る薬物 の量 をTable1に
示 した。抗 ア レル ギ ー作 用 の強 いpromethazine,azeiastineは多少の程度 の 差
はあ った もの のほぼ 同程度 の用量 で相転 移温 度 を低下 させ るこ とが示 された。 ま
IL、比較 的弱 いhistamine遊離 抑制 作用 を有 す るpyrilamineでは、DPPCの相
転 移温度 を低 下 させ る効果 はやや弱 く、DSCG,SM-857には全 くこの様な効 果が な
か っだ。
histamine遊離抑 制物質 のDPPCの 相転移 に及 ぼす効果 は、Ladbrookee七al.
[75]やdeKruyffeta1.[76]らに よ って報告 され て い るcholesterol効果 や、
Vigoetai.[58]によって報告 され て いる麻 酔薬 の効果 と極め て類似 して いた。
DPPCのorderpara開eterの温 度依存 性 に対す る抗 ア レル ギー 薬の作用
orderpara淵eterはDPPCの脂肪酸 側鎖 の分子 運動 のparameterと考 え られ、
温度依 存性 が強 く、gel相か ら液晶相 へ と相転移 を起 こす と、 急激な減少 を起 こ
す。cholesterolは脂質 二重 層の リン脂質 配列 の間隙 に入 り込 み、gel相か ら液
晶相 への転 移 を阻害す る。示差 走査 熱量分 析 にお いてcholesteroRこ類似 し泛効
果 を示 した薬物 につ いて、DPPCliposomeのorderparameterに及ぼ す影 響 を検
討 し炬。Fig.6-Fig.8はそれぞ れDPPcに 薬物 を添加 して作成 しだ1ip4-
someのorderparameterの温度 依存性 を示 して い る。DPPC単独の場合 、相転移
温度 以下 のgei相 で はorderparameterは非 常 に高 い値 を示 す が、強 いhist-
amine遊離 抑 制作用 が報告 され て いるpromethazineを含有 す るliposomeでは、
相転 移温度 付 近 での急 激なorderparameterの変動 は軽 減 され、相転移 温度以 下
のorderparameterはDPPC単独 のもの に比 較 して小 さい値 を示 す ようにな っ拒。
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Fig. 6 Temperature dependency of the order parameter of the liposomes 
prepared with DPPC containing promethazine.
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しか し、相 転移温度 よ りも高 い温 度領 域の 液晶相 では、抗 ア レルギー薬 を添 加 し
だliposomeのorderparameterは、t..単 独 の場合 に比 較 して高 い値 を示 し
炬。 同様 の効果 はpyrilamine,azelastine等こお いて も観 察 されだが、prome-
thazineと比較 す ると弱か っだ。
細胞膜 脂質二 重層 と強 い相 互作用 を示 す薬物 で、一般 に膜安定化効 果 を持 つ と
され て いる局 所麻酔薬 やtranquilizerは、低張 溶血 を阻止す る作用 を持 つ こ と
が知 られて い る[66]。モデ ル膜 を用 い彪実 験 よ り二、三 の抗 ア レルギ ー薬 は脂 質
膜 に作 用点 をもつ ことが示 唆 され だ彪め、抗 ア レル ギー薬の低 張溶血阻止 効果 に
つ いて検討 し泛。 モデ ル膜 との相 互作 用が特 に強 い ことが示 されて い るprome-
thazineは、Fig.10に示 した ように、強 い溶血 阻止能 を有 して いだ。azelas・
tineやpyrilamineといっ炬薬物 に おいて も、 同様 な効果 が観 察 された。一 方、
DSCGは非 常 に高濃度(10-2M)でのみ抑制 傾向 を示 したが、 この濃度 で は、 浸透
圧 は30朧Osm上昇 して178mOsmに達 して お り、 この抑制 効果 は浸透 圧の上 昇 に
よるもの と考 え られ だ。
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[考察]
1型ア レル ギー におけ る肥満 細胞 か らのhistamme遊離反応 の際、細 胞膜 の リ
ン脂 質二重 層の膜 流動性 や膜透 過性 が亢進 す る。 これ と平行 して、細胞膜 リン脂
質 を基質 と し泛酵素 反応の活 性化 を生 じ、 アラキ ドン酸代 謝産物 の遊離 を惹 き起
こす こ とも示 され てい る[6]。この様 に、 細胞膜 リン脂質二重 層 は、 物質透 過や酵
素反 応の場 と して極め て重要 な役割 を担 って いるもの と考 え られ る。 細胞膜 安 定
化作 用 とい う概念 はこの様 な 透過性 や酵素反応 の抑 制 とい う観点か ら、局所 麻酔
薬 やtranquilizerなどで広 く検 討 されて い る[77]。この ような膜安 定化作 用 を
持 っ泛局所麻 酔薬 が、肥満 細胞 か らのhistamine遊離 を抑制 す ることは既 に報 告
され てい る[78]。
検 討 を行 った抗 ア レル ギ ー薬の うちpromethazine,pyriIamine,azelastine
はいずれ も塩基性 の化合 物 であ り、比較 的疎 水性の 高 い環構 造 を有 して い る。 一一
方DSCG,SM-85?は酸性 の化合物 で あ り、水溶 性が 高 い化合物 で あ る。脂質 二重
層に対 す る膜安 定化効 果 を示 し泛の は、 いず れも この塩基 性化 合物 であ り、 酸性
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のDSCG,SM-857には脂質 二重 層 との相互作 用 はみ られなか った。DPPCの相転移
温度 を低 下 させ る効果 は、 その 薬物 の脂質二重 層 に対 す る分配 係数 の 高さ を反 映
して いる もの と考 え られ る[79]。
DPPCの示差走査 熱量分 析曲線 は、 そのorderparameterの温度 依存性 曲線 を
微分 し泛もの と対応 す るもの と考 え られ る。gel相か ら液晶相 への転移 に伴 う相
転移 温度付 近 での急激 なorderparameterの変化 は、 リン脂質分子 の運動 の変 化
を捕 らえ滝 もので あ る。即 ち、orderparametorその もの は リン脂質分 子の運 動
を反映 して い る。一方 、示差 走査 熱量 分析 に よって得 られ る縦軸 は、試料 の比 熱
を表 してい る。 比熱 は、単 位質 量 当 り、単位時 間 当 りの熱 量 とい うdimensionを
持 って い る(mcal!sec!mg)。熱量 は リン脂質分 子 の運動 に よって規定 され る量 で
あ り、 これ を時間 で微 分 しだ ものが比熱 とな る。 この様 な理 由に よ り、order
parameterの温 度依存性 曲線 を微 分 しだ もの が、 示差 走査 熱量分析 の曲線 に対 応
す ると考 え られ る。従 って、 この両者 のdataは相補 的 で あ り、脂質 二重層 に対
する薬 物 の作用 様式が、 異 な っ炬面か ら判 定で きるもの と考 え られ る。示 差走 査
熱量分 析 に於 て相転移 温度 を低下 させ る効果 は、van'tHoffの式で も分 か るよう
に、均 一 な分子種 か らな る相 へ の異種分子 の混入 の程 度 を示 して お り、 これ は、
薬物 の脂質 二重 層 に対 す る分 配係 数の 高さ を反映 して いる[79]。また、相転 移幅
は、脂 質二 重層 を構成 す る分 子 が相 転移 を生 じる際 に何個 の分 子が協 同 した集 団
と して転移 をす るか とい うclusterの大 ききを表 すcooperativityに対応Vて
お り、 転移 幅が狭 いほ どcooperativityが高 い事 が示 されて い る[79]。抗 ア レル
ギー薬 に よ って相 転移 の幅 が広 くな る現象 は、抗 ア レル ギ ー薬 が脂質二 重層 に侵
入 し、 脂質 分子 間の協 同性 即 ちcooperativityを低 下 させ るためで ある ことが分
か る。 この様 な効 果 は、 細胞 膜 に於 て、receptorや膜 内酵素周辺 に存在 して
clusterを形成 し、 酵素活 性 な どの調節 の役 割 を担 って い るboundarylipidの
clustersizeを低 下 させ る効果 の発現 につな が る可 能性 が あ ると考 え られ る。 こ
の様な 効果 は、麻酔 薬 に よるionchannelの抑 制機 序 として も提 唱 され て いる
[80]。orderparameterの測 定 に よって得 られ る効果 は、膜 内の脂質配列 の情 報
で ある。抗 ア レル ギー薬 は、 脂質二 重層のgel相 に おいては膜流動 性 を上 昇 させ、
液 晶相 に お いては膜流動性 を低下 させ だ。 この様 な効果 は リン脂質 二重層 に対 す
る局所 麻酔 薬やcholesterolの効 果 と類似 す る[58,75,76]。細胞 膜の脂質 二重
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層は基本的には液晶状態にあるものと考えられる距め、抗アレルギー薬の効果は
細胞膜脂質二重層の膜流動性を低下させ、histamine遊離刺激によって膜脂質に
生 じるperturbation[71]を抑制する効果があることが示唆された。
脂質二重層に対して膜安定化効果を発揮する薬物は、赤血球の低張溶血を抑制
する効果があることが・See陥nらによって古くから示されている[66,77]。本研
究においても、脂質二重層に対する作用が強力であることがモデル膜系で示され
た薬物は、赤血球の低張溶血を強力に抑制することが示された。この効果は、細
胞膜に対する膜安定化効果を反映する。なお、高濃度においては薬物自身で溶血
を促進したが、これらの薬物は脂質に対する分配の高さと同時に水溶性も有 した
両親媒性物質である炬め、高濃度ではmicelle形成が生じ泛泛めと考えられた
匸74]。まだ、脂質に対する相互作用が極めて弱いことがモデル膜系で示され泛
DSCGは、高濃度においてのみ溶血を抑制したが、これはむしろ薬物濃度を増大さ
せた結果、浸透圧が上昇したための二次的な効果であると考えられ泛。
モデル膜を用い炬解析により、ある種の抗アレルギー薬の作用点が細胞膜リン
脂質二重層にあり、膜脂質を安定化させて作用を発現 していることが判明した。
同時に、モデル膜流動性の測定や示差走査熱量分析といった脂質二重層の物理的
性質の測定は、抗アレルギー薬の薬効解析の強力な手段であることが明かとなっ
た。
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第珊章 肥満細 胞 か らのhistamine遊離 にお け る細 胞内Caion動 態 の画 像解析
と抗 ア レルギ ー薬 の効果
LterfenadineとCAMPの効果 を中心 と して
[緒言]
抗原 抗体反 応 を始 め、co閉pound48!80のよ うなhistamine遊離物質 によ る
histamine遊離 反応 に おいて は、細胞 内Cat濃 度 が上昇 す るこ とが知 られ て い
る[81,82]。しか し、単離 し彪肥 満細胞 を用 い泛実験 によ り、compound48!80や
substancePによ り惹起 され るhistamine遊離反応 や抗原抗体 反応 にお け る
histamine遊離 の一部 では、 細胞外 液中 にCa2+を必 要 と しない ことが明 らか に
されて い る[12,15]。Cafreeの媒 液中 で生 じるhistamine遊離 の際 には、細 胞
内Ca貯 蔵 部位(Castore)からのCa2+の 遊離 が生 じることが示 唆 されて い る
が[17]、その直接 的な証 明 は現在 の所 な されて いな い。細 胞内Cat+の動 態 を解
析す る目的 で、Catとchelate結合 して蛍 光 を発 す るCaprobeであ るquip
2を用い・蛍光顕微鏡に画像処理装置を組み合わせfL系を用いて実験を行っ炬。
quin2その もの は親水性 の高 い化 合物 で あ り、細胞 膜 を通過 しな いが、 この
tetraacetoxymethylesterであ るquin2!AMは細胞膜 を通過 して細胞 内 に取 り
込 まれ る[83]。細胞 内 に取 り込 まれ たquin2!AMは、 細胞 内のesteraseによ っ
て加 水分解 され、quin2とな る。quin2自身 の蛍 光 は弱 いが、quin2-CacOM-
plexは強 い蛍 光 を発 す る。quin2!AMはCat+とのchelate能力 はな く、蛍光
強度 も弱 い[83]。最近 、quip2よりも蛍光強 度 が強 く、(ゑ2"感受性 も 高い蛍光
性Caprobeとしてfura2やindo1が 使用 され るようにな って い る[84]。し
か し、fura2あるいはindolを 細胞 内 に導 入す るため に作成 され たそれぞ れの
pentaace加xy聞ethylesterであ るfu a2/AMもしくはindo1!AMは、細 胞内 の
esteraseによる分 解速度 が遅 く、5つ のester結合 が未分解 も しくは完全 に分
解 され ない状態 の ま ま細 胞 内の種 々なOrganeilaに取 り込 まれて しまい、 細胞内
Catの 動態 を測定 す るには問題 が多 い ことが報告 され てい る[85,86,87]。
quin2には この よ うな指摘 はな く[87]、細 胞 内Ca動 態 の解析 に適 して い るもの
と考 え、本 研究 にお いて はquip2を 使用 し泛。
最近、histamine遊離抑 制作 用 を持 つ数種 の化合 物が、抗 ア レル ギー薬 として
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開 発 され て い る。 細 胞 外 にCatを 含 ま な い 媒 液 中 でcompound48/80やsub-
stancePを作 用 さ せ だ際 に 誘 発 さ れ る肥 満 細 胞 か ら のhistamine遊離 に対 して
も こ れ らの 抗 ア レル ギ ー 薬 が 有 効 で あ る と い う所 見[73]は、 こ れ ら薬 物 の 作 用 点
が細 胞 外 か らのCaionの 流 入 抑 制 に あ るの で は な い と い う事 を 明 示 して い る。
また 、 抗 ア レル ギ ー 作 用 を 示 す 薬 物 の 一 部 に は 、theophyllineやdibutyryl
cyclicAMP(db-cAMP)のよ う に、 細 胞 内cAMPlevelを 上 昇 さ せ る事 に よ っ て 、
肥 満 細 胞 か らのhistamine遊離 を抑 制 す る も の が あ るが[72]、CAMPが細 胞 内 で
どの 様 な 機 序 に よ りhis扼 而ne遊 離 抑 制 作 用 を 発 揮 す るの か に つ い て は充 分 知 ら
れ て い な い 。 抗 ア レル ギ ー 薬 の 作 用 を解 析 す る に あ た り、 こ れ ら の 問題 に つ い て
検 討 を 行 っ た。
[実験 方 法]
1細 へ のuin2のloadと 刪crofluoro閉etr
Wistar系雄 性 ラ ッ ト(250・300g)を 出 血 致 死 さ せ だ 後 、 腹 腔 内 に15mlの
Ca-freephysiologicalbufferedsaltsolution(inndM;NaCI154
,KCI2.?,
glucose5.6,EGTAO.1,NEPES5;pN7.4:PBS-Ca)を注 入 し、gentlemassage
して 開 腹 し、 腹 腔 液 を採 取 した。 遠 心 分 離 して 細 胞 を集 め 、PBS-Caで2回 洗 浄
した。 細 胞 をquin210adingsolution(inmM;NaCi154,KCi2.7,EGTA1,
glucose5.6,HEPES5,quin2/AM5uM;pH7.4)にsuspendして37℃ 、30分
間 のincubationを行 って 細 胞 内 にquin2を 取 り込 ま せ 炬 。 この 細 胞 をPBS-
Caで2回 洗 浄 した後 、 以 下 の 実 験 に供 した。
肥 満 細 胞 内 に 取 り込 まれ 泛quin2が 細 胞 内 のCaionと 結 合 す る こ と に よ り
発 す る蛍 光 強 度 の測 定 に は、 同 軸 落 射 蛍 光 顕 微 鏡(Nikon,XF)にphotoncount
-er(Nikon
,P-1)を連 結 し、microfluorometryによ り個 々の 細 胞 の 蛍 光 強 度 を 測
定 した。 励 起 光 の 光 源 に は、50wの 高圧 水 銀 ラ ン プ を使 用 し、340㎜ の 干 渉 フ ィ
ル ター を通 して励 起 光 と し て 使 用 した。 対 物 レ ン ズ に は、100xUV-Fレ ン ズ を使
用 した。 リ レー レン ズ の 絞 りに 直 径1mmの 円 形slitを 挿 入 し、1個 の 肥 満 細
胞 か ら 出 る蛍 光 だ け がphotonconterに入 射 す る よ う に し た。photoncounter
の 直 前 に480㎜ の 干 渉 フ ィル タ ー を 挿 入 し、quin2-Cacarplexに起 因 す る蛍
光 のpeak波 長 だ け を 記 録 した。 蛍 光 強 度 の 測 定 は、 一 回 に つ き最 低50個 の 細
.:
胞 に つ い て 行 い、 一 群 あ た り少 な くと も5例 の 実 験 を 行 っ だ。
肥 満 細 胞 内Caion分 布 の 画 像 解 析
上 述 の 方 法 でquin2を 取 り込 ませ 泛 ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 の 蛍 光 顕 微 鏡 像 を、
同 軸 落 射 蛍 光 顕 微 鏡(Nikon,TMZ)に超 高感 度 テ レ ビカ メ ラ と実 時 問 画 像 解 析 装
置(Hamamatsu,C-1966-20)を接 続 して 、3!4inchvideoもaperecorder(VTR,
Sony)に記 録 し た。 励 起 光 に よ るquip2の 退 色 を避 け る た め 、 励 起 フ ィル タ ー
の 直 前 に 透 過 率4駕 のneutraldensityfilterを挿 入 して使 用 し 泛。 こ の 条 件
下 で はquin2の 蛍 光 強 度 は極 め て微 弱 で あ っ た だ め 、 画 像 のS〆N比 を 上 げ る だ
め、 実 時 間 画 像 処 理 装 置 に よ っ てbackgroundimageを除 去 し、 次 式 に 従 っ て 、
画 像 のrealtimeaveragingを行 っ 炬[88]。
tlN-1t曹n
At=Σ 一()・V
n=tNN
At:framenからtframeだ け経 過 した 時 点 に お け る処 理 画 像
V:framenに お け る画 像data
N:averagingweight(N=8も し くは16を 使 用 し泛)
VTRに記 録 され 拒 肥 満 細 胞 の 蛍 光 顕 微鏡 像 は、 更 に、 画 像 解 析 装 置(NEC,
COS-1000,imagesystemforonlineprocessing)を用 い て 、 疑 似 カ ラ ー 処 理 ・
intensityprofiie処理 、intensityhistogram処理 を行 っ た。 蛍 光 強 度 は8
bitのAD変 換 を施 さ れ て 処 理 さ れ て い る た め 、 画 像 を構 成 す る各 画 素(pixeD
に つ い て 、0か ら255のdigital値 で 表 現 した。 ま た、2x105photons/mm2!
secの蛍 光 強 度 を最 大 と して 処 理 を行 っ た た め 、 こ れ 以 上 の 強 度 を 持 っ た蛍 光 の
場 合 は 、 す べ てdigital値は255と して 処 理 した 。 疑 似 カ ラー 処 理 の 際 は 、 も
っ とも 蛍 光 強 度 の 強 い も の を 白 と し、 以 下 画 素 値 に 従 っ て、 赤 、 橙 、 黄 、 緑 、 青 、
藍 、 紫 、 黒 の 順 で 処 理 を 行 っ だ[89,90]。
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ラ ッbか らの ヒス タ ミン
肥満細 胞 か らのhistamine遊雛 反応 は、Ca-freeの条件 下で行 っ彪。 ラ ッ ト腹
腔 よ り単離 した肥 満細胞 をPBS・Caに浮遊 させ、37℃、5分 間のpreincubatian
を行 っ嫩 ・最 終濃 度0・lugノ・1の ・・閉P・end48!80もし くは2顔 の 。、b.
stancePを加 え、更 に12分 間 のincubationを行 った。氷 冷 によ り反応 を停止
し滝後遠心 分離 に よ り上清 と細胞 を分離 し、上 清 に遊離 され 炬histamine量と細
胞 に残存 したhistamine量を蛍 光法 に よって定 量 した。肥 満細胞 か らのhista-
mine遊離 に対 す る抗 ア レル ギー薬 の効果 を検討 す る際 には、histamine遊離 物質
添加10分 前 に抗 ア レル ギー薬 を媒液 に添加 しだ。
liosomeのorderarameterの'i
抗 アレル ギー薬 の リン脂 質二重 層 に対 す る効 果 を検 討す る際に は、2mgの
dipalmit・yiph・sph・tidyl・h・1ine(DPPC)を、10_sMの1,6-diph,,y卜1,3,5.
hexatriene(DPH)を含 むPBS-Ca中で、45℃ にて20分 間の超音 波処 理 を行 い、
liposomeを作成 し泛。 蛍光偏光 は、Polacoat社製偏光 フ ィル ターを用 いて測定
し、前 記の方法 に従 ってorderpara講eterを算 出 した[71]。
一
抗 ア レル ギー薬 の細胞 膜 に対す る作 用 の解析 にあ た り、 示差走査 熱量分 析 を行
っ た。5mgのDPPCを200,u1のPBS-Ca中で、45℃ にて1分 間 の超音波 処理
を行 い、liposomeを作成 した[91]。
[実験結 果]
呻一'Calevelのm置cr
ofluoro躡etr
肥満細胞 内のCalevelの測 定 には、Ca2+と結 合 して蛍光 を発 す るquip2を
用 いた。 細胞 内のCat+と結 合 す るquin2が 細 胞内 に高濃度 に存在 す る場 合 に
は、肥満 細胞 の活 性化過程 に対 して抑制 的な影響 を及 ぼす恐 れ があ る。 予め、
Ca-freeの媒 液中 で0.1μgん1のco蹴pou船48!80によって惹 起 され る肥 満細胞
か らのhista而ne遊離 に対 す るquint!AMの影響 につ いて検討 し炬と ころ、媒液
一70。
中のquin2/AMが10μ岡 以 上の場 合 には、濃度 に依存 す るhistamine遊離 の抑
制 が観察 され だ。 しか し、 そ れ以下 の濃度 において はhistamine遊離 に対 してな
ん ら影響 を及ぼ さなか っ炬 泛め、以 下の実 験 には、5μ凹 のquip21AMを用 いて
実験 を行 っJc'_。
ラ ッ ト腹腔 肥満細胞 にquin2を 取 り込 ませ 捷後 、microfluorometryここよ り、
個 々の肥満細 胞 について、 蛍光 強度 の測定 を行 っ炬。Cafreeの媒液 中 でhist-
amine遊離物 質で あ るcompound48180或はsubstancePを作 用 させ 拒。Fig.
1に は、0.1,uglmlのcompound48/80で刺激 を行 っ泛際 の蛍 光強度 の経時 変化
と、種 々な濃度 のcompound48!80刺激後30秒 にお ける蛍光強 度の 変化 を示 し
た。 いずれ も刺 激前 を100器 と して示 した。 肥満細 胞 に0.iμg1mlのcom-
pound48180を作 用 させ る とquip2の 蛍 光強度 は速 やか に上昇 し、30秒 後 には
plateauに達 し、その後2分 以 上 ほぼ同 じlevelを維持 し炬。 また、 高濃度 の
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Fig.1Changesinfluorescenceintensityofquin2incorporatedinto
ratperitonealmastcellsinducedbycompound48f80.
compound48/80を作用 さ せ炬際 には蛍光強度 が低 下 して いるが、 それ は細胞膜脂
質 二重 層の膜 透過性 が上昇 し、 細胞内 のCat或 はquip2。Cacomplexが漏出 し
だ ため と考 え られ 痘。 最大 の蛍 光強度 は0.1μg!mlのcompound48!80を30秒
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間作 用 させ 数際 に発 現 す るこ とが分 か っ拒の で、以下 の実験 では この条 件 を使 用
した。
同様 の実験 をsubstancePにつ いて行 っ炬もの をFig.2に 示 す。 蛍光強 度 の
時間経 過 につ いて は、co即ound48!80とほぼ同 様のprofileが得 られ たが、 最
大蛍 光強度 につ いて はcompound48180の場 合 よ りも低 い値 とな った。sub・
stancePの最大効 果 は、2μ 凹 で30秒 間刺激 し泛 際に発揮 され る ことが分 か っ
た。
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Fig.2Changesinfluorescenceintensityofquin2incorporatedinto
ratperitonealmastcellsinducedbysubstanceP.
これ らの 実験 はCa-freeの媒液 中で行 って お り、 こ こで観察 され たquin2の
蛍光強度 の 上昇 は細胞 内CastoreからのCatの 遊離 を反映 してい るもの と考
え られた。
CastoreからのCat+の に ぼ すCAMPの
肥満細胞 内CastoreからのCatの 遊離 に及 ぼすCAMPの効果 につ いて検 討
す るため、 細胞 内のCAMPlevelを上 昇 させてhis七a削ine遊敵 を抑 制 する ことが
よ く知 られ て いるdb-cAMP及びtheophylilneを用 いて実験 を行 った[72]。ラッ
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ト腹 腔 肥 満 細 胞 を0.1-5.OmMのtheophylline、も し くは0.Ol-1.OmMの
db-cAMPの存 在 一ドで37℃ 、5分 間incubationを行 っだ後 、compound48!80或
はsubstancePによ っ て惹 起 さ れ るhistamine遊離 に 対 す る抑 制 効 果 と細 胞 内
CastoreからのCa2+の 遊 離 に対 す る抑 制 効 果 を 一 括 してFig.3に 示 し捷。 図
よ り明 らか な よ うに 、compound48!80,substencePのい ず れ のhistamine遊離
物 質 に よ る刺 激 に 対 して も、histamine遊離 と細 胞 内Castoreか らのCaz+の
遊 離 は ほ ぼ 並 行 して 抑 制 さ れ た。
goo
C
O
萎50
L
C
compound48/80(0.1Ng/mt)
0.1mM1.OmMS.OmMO.01mMO.imMi.OmM
The4phylline db-cAMP
100
CO
蒹5。
L
C
0
substanceP(2μM)
0.1mM1.OmM5.OmMO.01mMO.1mM1.OmM
Theophyllinedb-cAMP
●%inhibitionofthehistaminerelease
[:]・'●inhibitionoftheincreaseinthefluorescence
intensityofgain2
*pくα05**pく0.01
Fig.31nhibitoryeffectsoftheophyllineanddb-cAMPonthehistamine
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% inhibition
drugs  concentration 
 (0) compound 48/80 substance P
 db-cAMP 1.0 
0.1 
0.01
76 
28 
7
40 
98 
20
 *  * 
 *  *
74.74 
35.39 
4.07
 *  *
 theophyll  ine 5.0 
1.0
51.27  14 
22.51
62.12 
42.19
 14 
 **
DSCG 1.0 
0.1 
0.02 
0.01
70.91 
52.47 
32.58 
26.58
 14 
 14 
 14
70.09 
68.92 
38.36 
30.36
 ** 
 ** 
 **
 terfenadine 
 metabolite 
 metabolite II
0.01 
0.01 
0.01
63.41 
25.78 
7.85
 ** 96.45 
45.38 
8.53
 mequitazine 0.015 31.09  ** 65.63  14
Table 1. Inhibitory effects of some antiallergic compounds on the in-
crease of fluorescence intensity determined with quin 2-loaded mast 
cells elicited by compound 48/80  (0.1gg/m1) or substance P  oleo. 
 DSCG was pretreated for 30 seconds.  Metabolite I and  II are metabo-
lites of terfenadine. * : p < 0.05,  14 : p < 0.01.
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drugsconcentration(uM)鑑inhibition
terfenadirte28.7±0.6
1077。2±6.1**
2099.0±5.1**
metabolite1229.0±1.2
1043●0±9.1**
2067.8±1.1**
10097.3±2.9**
Metaboliteit2-6.0±1.2
10-3.0±7.1
20-1.4±4.5
1002.6±1.O
ketotifen219.7-1-6.3
1025●0±3.2*
2027.7±1。4*
mequitazine26.2±1.1
io34.7±5.7**
2088.2±3.6**
Table2.Inhibitoryeffectsofsomeantiallergicagentsonthehistamine
releasefromratperitonealmastcellsinducedbycompound48/80.
lneachexperinvent,atlease・tn=3wereperformed.*:Pく0・05,
**:Pく0.OlinS加den七'st一 七est.
lCastoreか ら のCat+の に ぼ す ア レ ル ギ ー の
gUIU2を 取 り込 ま せ 泛 ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 を 種 々 な 抗 ア レル ギ ー 薬 とincuba
-tionを 行 っIL後 、compound48!80も し くはsubstancePに よ る 刺 激 を 行 い 、
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細胞 内CastoreからのCat+の 遊離 に及ぼ す抗 ア レルギ ー薬 の効果 を検討 し泛。
そ の結 果 をTable1に一一括 して示 しだ。 いずれの薬 物 も肥満細胞 内Castoreか
らのCat+の 遊離 を強力、 か つ濃度依存 的 に抑制 す る ことが判 明 した。
これ らの 薬物 に よる肥満 細胞 か らのhis七a蹴ine遊離抑 制作用 は、Ca-freeの条
件 下 でも発現 す るこ とをTable2に示 した。 いずれ の薬物 も、細胞 内Castore
か らのCat+の 遊離 を抑 制 す る濃 度 とほぼ同程度 の濃度 に おいて、Ca-freeの媒
液 中で0.35μg1mlのco即ound48!80によって惹起 され るhistamine遊離 を、
濃 度依存 的 に抑 制 した。
'C
a2+の 面
quin2を取 り込 ませ だ正 常肥満 細胞 の蛍光顕微鏡 像 をFig.4Aに示 す。矢 印
で 示 し炬細胞 を、蛍光強 度 に応 じて疑似 カラー処理 しだものがFig.4Cで あ る。
細胞 を囲 む四角 の画面内 の各 画素 の持つ画素値 を横軸 に左 か ら右 に向か って高 い
値 を示 す よ うに取 り、縦軸 にその頻度 を取 ってhistOgramとしだ ものを画面 中央
にoverlapさせ て示 して あ る。肥満 細胞 に0.1μg!mlのcompound48!80を作
用 させ ると、細胞 の蛍光強 度 が著 し く増大 し炬。Fig.4BはFig.4Aで示 しだ細
胞 と同 じ細胞 にcompound48!80を作 用 させ だ1分 後 の蛍光顕微 鏡像 で あ る。
Fig.4Bに矢 印 で示 し泛細 胞 に疑似 カラー処理 を施 しだ もの がFig.4Dであ る。
Fig.4cでは細胞 は青 い部 分 が多 く、蛍光 強度 は低 い ことを示 して い る。画素 値
の低 いこ とが、histogramからも明か であ る。 まだ、蛍 光強度 は細胞 内で不均 一
な分 布 を示 して お り、Capが 細 胞質 の顆 粒間 隙 に分 布 して いるのが分 か る。 まだ、
細胞 質 の部分 に比較 して、 核の蛍光 強度 は低 いこ とも明 か とな っだ。 これ にcom
-pound48!80を作 用 さ JL際の像 がFig.4Dであ る。細 胞全体 が強 い蛍 光強 度
を反 映 す る赤 も しくは白 と して表示 され、画 素値 のhistogramも右 に偏 っ数分布
とな り、細 胞内Calevelの上昇が示 され てい る。 この疑似 カ ラー像 でも、細 胞
質 でのカ ラー分布 は不均一 であ り、核 に相 当す る部 位の色調 はそ の周囲 の色調 よ
りも低 か った。 ま泛、細胞 がcompound48!80刺激 に ともな ってswellingを生
じ、細胞 の 直径が拡大 して い る事 も この画像 か ら明 か とな っ拒。
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AB
Fig.  4A, 4B. Fluorescence image of rat mast cell loaded with quin 2.
一77
CD
Fig. 4C,  4D.  Florescence image of rat mast cell loaded with  quip 2.
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Fig.4C及びFig.4Dで示 し泛細胞 を横切 る軸 に沿 って画素 値のprof日eを
求め、縦 軸 を画素値 の大 きさと して、 画素 値の分 布 を三 次元 表示 し炬ものが
Fig.5である。対 照細胞 にお いては細 胞の蛍 光強度 は低 く、特 に核 の部 分の蛍 光
強度 が低 い事 が、 この表示 では細胞 中央 の窪 み と して示 されて い る。compound
48180の作用 下 に蛍光強 度 は細胞全 体 にわ た って上昇 し、 細胞の 直径が拡大 して
い ることも明 らか に示 され た。 また、compound4$!80を作 用 させ だ後で は細 胞中
央 の核の部 分 に対応 して い泛蛍光強 度 の窪 みは小 さ くな り、 ほ とん どflatとな
ることも明か とな っ泛。
一
control after48,80(0.1N9'm藍)
Fig.5.Threedimensionalprojectionoffluorescenceintensityderived
fromquin2incorporatedintomastcells.
DPPCのorderparameterの温 度 依 存 性 の 測 定
肥満細 胞 内CastoreからのCat+遊離 と肥満細 胞か らのhistamine遊離 を強
力 に抑 制 しだterfenadineが、細胞 膜 の脂質二 重層 に対 して どの様 な影響 を及 ぼ
す のか をDPPCliposomeを用 いて検 討 した。
DPPCにterfenadineを添 加 して作成 し拒liposomeの場合、DPPCの相転 移温
度(41℃)以 下 の温度 領域 でのorderparameterは減少傾 向 を見 せ、逆 に、41℃
以上 の液 晶相 で はorderpar跏eterの上昇 が観察 されJL(Fig.6)。この所 見 は、
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他の抗アレルギー薬において観察されるものと類似した。
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Fig. 6. Temperature dependency of the order parameter of the liposomes 
made of  DPPC with or without terfenadine.
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Fig. 7 Calorimetric scans of the liposomes made of DPPC containing 
 terfenadine. 
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DPPCIiosomeの示 差 査 量
DPPCにterfenadineを加 え て作 成 し だliposomeでは、 相 転 移 温 度 の 低 下 と
共 に 、 相 転 移peakは11.tに な った 。 この 効 果 は、 添 加 す るterfenadine量
の 増 加 と 共 に よ り明 瞭 にな っ 距(Fig.7)。
[考察]
Ennise七al.[73]は、DSCG,theophylline,db-cAMPとい っ拒 薬 物 がCa-
freeの条 件 下 で 生 じる肥 満 細 胞 か らのhistamine遊離 を 抑 制 す る こ と を 報 告 して
い るが 、 肥 満 細 胞 内 に お け るCatの 動 員 や そ の 抑 制 と い う点 につ い て の 直 接 的
な 検 討 は 行 って い な い 。compoud48!80及びsubstancePはCa。freeの条 件 下
で 肥 満 細 胞 か らhistamineを遊 離 さ せ る こ と が 知 られ て お り、 本 実 験 に お い て も
こ の二 つ のhistamine遊離 物 質 を 使 用 し泛[12,15]。compound48!80及びsub
-stancePをCa-freeの条 件 下 で 、quin2を 取 り込 ませ だ 肥 満 細 胞 に 作 用 さ せ
た 際 、quin2-Cacomplex蛍光 の 著 しい 増 大 が 観 察 さ れ 、 肥 満 細 胞 内Castore
か らのCat+の 遊 離 が 惹 起 さ れ て い る こ と が 示 さ れ だ 。theophylline,db-CAMP
及 びterfenadineは、 い ず れ も肥 満 細 胞 か らのhistamine遊離 を抑 制 す る濃 度
で、compound4$!80やsubstancePによ っ て惹 起 さ れ る肥 満 細 胞 内quin2-Ca
complexによ る蛍 光 増 大 を 顕 著 に 抑 制 しだ。 この 所 見 は 、 これ らの薬 物 に よ る
histamine遊離 抑 制 作 用 機 序 の 少 な く と も一 部 に は、 肥 満 細 胞 内Castoreか ら
のCa2+の 遊 離 抑 制 作 用 が あ る こ とが 示 さ れ 泛。 特 に、theophyliine及びdb-
CAMPはい ず れ も 細 胞 内cAMPlevelを 上 昇 さ せ てhistamine遊離 を抑 制 す る と
い う こ とが 再 々指 摘 さ れ て き て い るが 、CAMPを介 す る遊 離 抑 制 の 機 序 に つ い て は
殆 ど知 られ て い な い 。 本 研 究 の 結 果 よ り、CAMPは 細 胞 内Castoreに 作 用 して 、
Ca2+の放 出 を 抑 制 して い る こ と が 明 らか に な っ 距。 これ はcAMPのhistamine
遊 離 抑 制 に つ な が る機 序 の 一 つ で あ る と理 解 さ れ る。
肥 満 細 胞 やratbasophileleukemiacellにquin2を取 り込 ま せ て 、 細 胞 内
Cat濃 度 の 上 昇 の 時 間 経 過 を 測 定 し だ例 は 、 こ れ ま でWhiteetal.[81]や
Beavenetal.[82]によ って 報 告 さ れ て い る。 し か し、 単 一 の 細 胞 を 用 い て 、 細
胞 内Ca2+の 動 態 に つ い て の 検 討 を行 っ た例 は、 こ れ まで 全 く報 告 さ れ て い な い。
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本研 究に おい て、 細胞内 にquin2を 取 り込 ませた肥満 細胞 を用 い、超 高感度 テ
レビカメ ラ と画像 処理装置 を組 み合 わせて、肥満 細胞 の蛍光顕微鏡 像の 画像解 析
を行 うことで、細胞 内Ca2+の分 布 とその動態 に関す る知 見が得 られ 炬。 静止 状
態の肥満 細胞 で は、細 胞内Cat+は 顆粒 間隙の細胞 質 に低 濃度 に分 布 し、 核 や顆
粒のCalevelは低 い。 これ にcompound48/80を作用 させ る と、 細胞 のswell
-ingによ ってquin2の 蛍光 の分 布 が広 くな る と共 に、quin2の蛍光強 度が 細
胞全体 にわ た って著 し く増 大 し・た。swellingとい う現 象 は、 細胞膜透 過性 の上昇
に基 づ くNa+及 びそ れに伴わ れ る水の流入 によ り惹起 され ると考 え られ てい るが
[4]、細胞 外 よ り流 入 す る水 はstoreより放 出 され るCaz+の均一 な分布 にも寄
与 して い るこ とが本実験 の結 果 よ り推定 され炬。
一方、terfenadineは、 他 の抗 ア レルギ ー薬 と同様 に、細胞 膜脂 質二重層 に対
す る膜安定 化作用 を有 す るこ とが、orderparameterの測定及 び示差 走査熱 量分
析 の結 果 か ら示 され 数。肥 満細 胞か らのhistamine遊雛 を惹起 す る刺 激 は、 リン
脂質二 重層 の膜透 過性 を上 昇 させ る[71]。torfenadineのリン脂質二 重層 に対 す
る安定 化効 果 は、 細胞膜 を介 し彪細胞 内へのianの 流入 や、細胞 膜 にお け る情 報
伝達機 構 を抑制 し、 これ がhistamine遊離 を抑制 す る一 つの機序 と して作用 す る
と考 え られ る。
本実 験結果 よ り、抗 ア レル ギー薬 は細 胞内CastoreからのCa2+の 遊離 を抑
制 する ことが示 されだが、torfenadineやketotifenなどの疎水 性の 高 い塩基 性
の化合物 は、細 胞膜 の脂質 二重層 の安定化 作用 を発揮 す るの に対 し、DSCGは細 胞
膜脂質二 重層 と相互作用 せ ず に、細 胞内CastoreからのCat+の遊離 を抑 制 す
ることが判 明 し泛。細胞 内CAMPlevelの上 昇 は、細胞 内Castoreからの
Catの 遊離 を抑制 す るこ とが本章 の実験 よ り明 らか にされ たが、DSCGの効 果 は
細 胞内CAMPlevelとは無 関係 に発 現す るという ことも指 摘 されて い る[73]。現
在 の所、DSCGが如 何な る機序 に よって細 胞内storeからのCat+の遊 離 を抑 制
して いるの かは明 かではな いが、細胞 膜 か ら細胞 内Castoreへの情報 伝達 に関
与 す る細胞 膜 レベ ルで の機構 に対 し抑 制的 な影響 を及ぼ して いるもの と考 え られ
る。
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第W章 肥満細胞 か らのhistamine遊離 に おけ る細 胞 内Caian動 態の画 像解析
と抗 ア レル ギー薬 の効 果
II.oxatomideの効 果 を中心 と して
肥満細 胞か らのhistaMirに遊離 反応 の際 には、細 胞 内Caleve1の上昇 が必 須
であ る事 は周知 であ る。 特 に、Ca-freeの媒 液 中で生 じるhistamine遊離 反応 の
際には、 細胞内CastoreからCat+が放 出 され る。 まだ、抗 ア レル ギー薬 の
histamine遊離抑 制作用 の一 つの機 序 が、細 胞 内CastoreからのCa2+の放 出
抑制 に あ るこ とも明か とな った[90]。
Caantagonistは、Cachannelを介 した細 胞外 か らのCat+の流入 を抑 制 す る
化 合物 で あ り、 肥満細胞 か らのhistamine遊離 を抑 制 す るこ とが既 に知 られ てい
る[92,93]。しか し、一 般 にCaantagonistが肥満 細 胞か らのhista面ne遊離
を抑制 す る濃度 は、心臓 血 管系 に効果 を有 す る濃 度 よ りも遙 かに高 いこ とが指 摘
されて お り[92】、Caantagonistを抗 ア レルギ ー薬 と して使用 す る試 みは必 ず し
も成功 して いな い。一方 、diphenylpiperazine系のCaantagonistに類 似 しだ
構造 を有 す るoxatomideは、感 作肺切 片や感 作好塩 基球 か らの抗 原抗体反 応 に よ
るhistamine遊離 を抑制 し、実 験喘息 モデル に於 て強 い抑制効果 が認め られ てい
る薬物 で あ る[94,95]。oxatomide及び数種 のCaantagonistの肥満細胞 か らの
histamine遊離抑制機 序の 解明 を 目的 として、 これ らの薬物 の細 胞内Ca動 態 に
及 ぼす効 果 につ いて検 討 しだ。
[実験 方法]
感 作 モル モ ッ ト肺切 片か らのhistamine遊離
Hartley系雄性 モルモ ッ トをMotaの方法[96]に準 じて、ovalbuminで感作 し
た。4週 間後 に肺 を摘出 し、氷 冷Tyrodesolution(inmM;NaCIl37,KC12.7,
CaC121.8,MgCla1,NaN2POaO.42,NaHCOa12,glucose5.5;pH7.2>中に て
肺 を細 切 し{L(約1旧m3)。200mgの肺切片 をTyradesolution中にsuspend
し、被 検 薬物 を添加 して37℃ 、10分 間のincubationを行 った。 その後、抗 原
(20μg/剛1)を加 えて更 に20分 間incubationし距。氷 冷 によ り反応 を停 止 さ
せ て遠沈 し、 上清中 に遊離 され だhistamineと組織 に残存 しだhistamineを別
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々 に蛍 光 定 量 し[97]、histamine遊離 率 を 求 め だ。
肥 満 細 胞 へ の45Caの 取 り込 み
ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 へ の45Caの 取 り込 み は、Spataroetal.の方 法[63]に準
じて 行 っ た 。Wistar系雄 性 ラ ッ ト腹 腔 よ り採 取 し 彪肥 満 細 胞 を 、Percoll密度 勾
配 遠 心 分 離 法 に よ っ てpurifyし た。 こ れ に45Caを 加 え37℃ 、1分 間 のincu
-bationを行 っ泛 後 、 種 々 な 濃 度 の 被 検 薬 物 を加 え 、 更 に10分 間 のincuba-
tionを行 っ 炬。0.5μ8!mlのcompound48!80を添 加 して5分 間 のincuba-
tinnし、 細 胞 を氷 冷PBSに て2回 洗 浄 後 、1駕TritonX-100によ り細 胞 を 可
溶 化 し泛。 こ れ に 液 体 シ ン チ レー ター(NewEnglandNuclear,ATOMLIGHT)を加
え 、 放 射 活 性 を 液 体 シ ンチ レー シ ョン カ ウ ン タ ー(Aloka,しSC-700)によ り定 量
し た[74]。
細 胞 内Cat+濃 度 変 化 のmicrofluarametryによ る測 定
ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 をCa-freePBSで洗 浄 後 、5μ 門 のquip2と1州 の
EGTAを含 むCa-freePBS中で37℃ 、30分 間incubationしだ 後 、 種 々の 濃 度
の 被 検 薬 物 を含 むCa-freePBS中で37℃ 、5分 間 のincubationを行 っ た。 こ
の 細 胞 に0.1μg!mlのcompound48!80を1分 間 作 用 さ せ た。 肥 満 細 胞 内 の
Ca2+とchelate結合 し たquip2に よ って 発 せ られ る蛍 光 の 強 度 を、 個 々 の 細
胞 に つ い て 、 蛍 光 顕 微 鏡(Nikon,XF)にpho七〇ncounter(Nikon,P-1)を接 続
し たmicrofluorometryによ り測 定 し泛(n=30)。
肥 満 細 胞 内Ca動 態 の 画 像 処 理 に よ る解 析
quin2を 取 り込 ま せ だ 肥 満 細 胞 の 蛍 光 顕 微 鏡 像 を、 超 高 感 度 テ レ ビカ メ ラ に 接
続 しだ実 時 間 画 像 処 理 装 置(Hamamatsu,C-1966-20videointensifiedmicro-
scopy(VIM)system)を通 して 、3/4inchvideotaperecorder(Sant',VTR)に
記 録 した。 肥 満 細 胞 の 蛍 光 強 度 の 変 化 を、 実 時 間 で 記 録 し、 画 像 処 理 シ ス テ ム
(NEC,ACOS・1000,imagesystemforonlineprocessing)を用 い て 疑 似 カ ラ ー 処
理 を行 っ た。 蛍 光 の 強 度 は8bitのA-D変 換 に よ り、oか ら255のdigital
値 に変 換 し、 こ の 値 に応 じて 蛍 光 強 度 が 最 大 の も の を 臼 と し、 以 下 、 赤 、 橙 、 黄 、
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白、 青 、 藍 、 紫 、 黒 、 に カ ラ ー 処 理 を行 っ 炬[90]。
生1ラ ッ 心 の'嬉 へ の45Caの り'み
新 生 児 ラ ッ ト心 筋 細 胞 の 培 養 はHararyandFarleyの方 法[98]に準liて行 っ た。
生 後1-5日 目 のWistar系 ラ ッ ト新 生 児 の 心 臓 を 摘 出 し、 細 切 し 炬後 、PBSに
溶 解 し泛0.25器Trypsinを加 え て37℃ 、20分 間 のincubationを行 っ た 。 細
胞 をPBSに て 洗 浄 後 、10駕 牛 胎 児 血 清(FlowLaboratories>を含 むRPMI-1640
培 地 に2x105cells/mlと な る よ う に 浮 遊 さ せ 炬。 この 細 胞 浮 遊 液 をmicro-
plate(Falcon3047)に1ml!wellとな る よ う に して 、5累CO2incubatorにて
37℃、48時 間 の 培 養 を行 っ た。 そ の 後 、 こ れ らの 心 筋 細 胞 が 周 期 的 に 収 縮 す るの
を位 相 差 鏡 検 に よ り確 認 し だ。
ラ ッ ト心 筋 初 代 培 養 細 胞 を、 種 々の 濃 度 の 被 検 薬 物 を含 むPSS中 で37℃ 、5
分 間 のincubationを行 っ 拒後 、 鵬icroplateの各wellに1μqの45Caを 添
加 し、 更 に1分 間 のincubationを行 った 。 そ の 後 、100u1の100絶CaCl2
を 加 え てisotopeの取 り込 み を 停 止 さ せ 滝 後 、 細 胞 をlmlの 氷 冷PBSで 洗 浄
した。 面crOPlaもeのwellの底 部 に 吸着 し だ細 胞 を0・5NNaOHを 加 え て 可 溶 化
し、 上 述 の 方 法 に 従 っ て 、A5Ca取 り込 み 量 を 定 量 し た 。
モ ル モ ッ に お け るcclic3,5,-adenosinemonohoshatecAMPび
cclic3,5,-uanosineSonohoshatecGMP△量 の 量
感 作 モ ル モ ッ トの 肺 切 片 を種 々 な濃 度 の 被 検 薬 物 存 在 下 に37℃ 、10分 間 の
incubationを行 っ た後 、20;ug!剛の 抗 原 を 添 加 し て 更 に20分 間 のincuba-
Lionを行 っ だ。 肺 切 片 を 遠 心 分 離 した後 、Polytron(Kinematika)tこよ って れ
をhomogenizeし、 組 織 中 のCAMP及 びcGMP含 量 を 、 そ れぞ れ のradioimmuno
-assaykit(ya鵬asa)を用 い て定 量 し泛[99]。
糶
実 験 に 於 て 得 られ 泛dataの 有 意 性 はStudentのt-testによ っ て 検 定 し だ。
ICsa値はLitchfield-Wilcoxon法に よ っ て求 め 泛 。
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[実験結 果]
、 応 に よる,モ ルモ ッ か らのhistamine
感作 モル モ ッ ト肺 に抗 原 を作用 させ ると、27.6±3.6器のhistamine遊離 が
惹 起 され だ(N=6)。Table1に示 した様 に、oxatomideは0.1μ岡 以上 の濃 度
に於 て肺か らのhistamine遊離 を濃度 依存 的に強力 に抑制 しだ。ketotifenの抑
制効果 はoxatomideに比較 す るとかな り弱 か っだ。
駕histaminerelease
canpounds
uM ‐ovalbumin 十 〇vaほ〕umin
瓢inhibition
conもroI 4.9±0.5 27.6±3.6
oxatomideO.01
0.1
i
10
5.8-±-1.1
4.9±0.4
4.7±d.4
4.2±0.5
23.6±1.4
20●0±3●5*
18。3±0.6**
15.9±0.8**
15.3
27.7
40.1
48.5
ketotifenO.1
i
10
100
3.3±d.3
3.8±0.4
4.7±d.7
7.5±0.7
24.4±3.5
20.0±0.7*
18.8±1.0**
22●9±2.0*
7.0
2?.8
37.9
32.2
Table1.Effectsofoxatomideandketotifenonthehistaminerelease
fromchoppedlungpiecesofsensitizedguinea-piginducedbyantigen-
antibodyreaction.
Eachvaluerepresentsthemean±SEM<n=5).Significantlydifferent
fro閉thecontrolat*P《0.05an〔1**Pく0.01.
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ラツ
'細 へ の45Caの り'み
ラ ・ソ ト腹 腔 肥 満 細 胞 へ のasCa取 り込 み に 及 ぼ すoxatomideとCaantago-
nistであ るverapamilの効 果 を 比 較 し 泛。 静 止 状 態 に お け るd5Caの 取 り込 み
量 は378.6±16.9dpi/106cellsであ っ だ が 、compound4$180の作 用 下 に
45Caの取 り込 み は1163.5±58.8dpm!106cellsに上 昇 し泛 。Fig.1に 示 す
如 く、oxatomideは45Caの取 り込 み を0.1μ 鬥 以 上 の 濃度 で濃 度 依 存 に 抑 制 し
泛 。45Ca取 り込 み抑 制 作 用 を示 すoxatomideの濃 度 は 、histamine遊離 抑 制 作
用 を 示 す濃 度 と一 致 した[95]。ま た、spontaneousな45Ca取り込 み に 対 して は、
oxatomideはな ん ら影 響 を 及 ぼ さ な か っ 泛 。 一 方 、verapamilは45Caの取 り込
み に は 弱 い抑 制 作 用 しか 示 さ ず、 有 意 な 抑 制 効 果 は100μ 門 以 上 の 濃 度 で 観 察 さ
れ た。
goo
C
O
50
C
e}
P<0.01
0
o.〉 〉>o 〉>ogoo
oxatomide(NM)verapamil(NM)
Fig.1.Inhibitoryeffectsofoxatomideandverapamilond5Cauptake
intoratperitonealmastcellsinducedbycompound48/80<0.5ug/ml}.
Eachcolumnrepresentsthemean±SEMof5experiments.Significantly
differentfromthecontrolat*Pく0.05and**Pく0・01・
ラ ツ Cat+し のmicrofluorometr
ラッ ト腹腔肥満 細胞 にquin2を 取 り込 ませ、 細胞 内のCat+濃度の変化 を
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崩crofluoro蹴etryによ っ て検 討 した。 対 照 時 の 状 態 の 蛍 光 強 度 を100(±6.8,
n=260)と し7L場合 、0.2μ8/mlのcompound48!80を37℃、i分 間 作 用 さ せ
る と、 蛍 光 強 度 は149.6±8.7(n=250,p《0.01)に 上 昇 しだ 。 こ の 実 験 は
Ca・freeの媒 液 中 に て 行 っ た の で 、 こ のCat+濃 度 の 上 昇 は 、 細 胞 内Castore
か らのCa2+の 遊 離 を 反 映 して い る。 細 胞 内Castoreか らの(ゑ2+の 遊 離 に 対
す るoxatomide,verapamil,D-600およびketotifenの抑 制 効 果 を検 討 し た 結
果 をFig.2に 示 した。compound48!80によ る 細 胞 内Castoreか らのCat遊
離 に対 し、oxatomideは最 も 強 い 抑 制 作 用 を 示 し、1μ 凹 で は ほ ぼ 完 全 に こ れ を抑
制 した。verapamilとD-600の効 力 は、 そ れ ぞ れoxatomideの約1/10、1!100
で あ っ拒 。ketotifenの効 果 は、 極 め て 弱 か っ た。
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Fig.2.Inhibitoryeffectsofsomeantiallergiccompoundsandcalcium
antagonistsonthefluorescenceintensityincreaseofquip2-loadedmast
celisinducedbyco獅pound48180(0.2μ9/ml).
を いた Ca2+'上 の に よる 、 恥1
quip2を取 り込 ませ たラ ッ ト肥満細 胞 をcompound48!80によ って刺 激 し炬
際 の蛍 光強度 の上昇 を、VIMsystemを用 い単 一細胞 で経 時的 に測定 しIL。蛍 光強
度 を測 定 したtargetareaは、Fig.3の細胞 上 に四角 で示 した。蛍光 強度 は、
..
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Fig.3.Realtimemeasurementofthefluorescenceintensityofquin2-
10adedsinglemas七celistimulatedwi七hcompound48/80(0.2μg/ml).
a)mastcellexposedtocompound48/80.
b)mastcellpretreatedwithluMofoxatomide.
この 部 分 を構 成 す る全 て の 画 素(pixel)の画 素 値(pixelvalue)を実 時 間 で 集
積 し、8bit(oか ら255)の 相 対 値 で 画 面 上 の 縦 軸 に表 示 した 。 蛍 光 強 度 の 測 定
は10videoframeごと(即 ち1/3secご と)に 行 っ た。Fig.3aに 示 す よ う に 、
Ca-free媒液 中 で のcompound48/80(0.2μg/ml)作用 下 に、 蛍 光 強 度 は 速 や か
に上 昇 し、 細 胞 内Cas七 〇reか らのCa2+遊 離 が 示 さ れ た。 これ に対 し、1μ 鬥
.,
のoxatomideで前 処 置 した 肥 満 細 胞 に お い て は、 細 胞 の蛍 光 強 度 は 殆 ど上 昇 しな
か っ た(Fig.3b)。この 事 よ り、oxa七〇mideは細 胞 内Cas七 〇reか らのCap+遊
離 を 強 く抑 制 して い る こ と が 確 か め られ た。
C
a
Fig. 4. Pseudo-color conversion of the fluorescence images of quin 2 
loaded mast cells.
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一肥満 細胞内Cap+の動 態 を解析 す るだめ に、quin2を取 り込 ませ 泛肥満細胞 の
蛍光顕 微鏡像 の疑似 カラー変 換 を行 っ抱。
正常肥 満細胞 に おいては細 胞の蛍光 強度 は低 く、疑似 カ ラー像 で は細 胞全体 に
わ たって青 い色 を示 し、 特 に、核の部 分 での蛍 光強度 は低 か っだ(Fig.4a)。こ
の細 胞 にcompound48/80を作 用 させ た1分 後の疑 似カ ラー像 をFig.4bに示
した。細胞 の蛍光強 度が全 体 に著 し く上昇 して お り、細胞 内Castoreからの
Cat+遊離 が生 じて い ることが明か とな った。一 方、 あ らか じめluMのoxato一
鵬ideで前処置 した肥満 細胞 にお いては、疑 似 カラー像 に おいてもcompound481
80によ る蛍光強 度 は対 照細胞 に比較 して殆 ど増加 してお らず、細 胞 内Castore
か らのCat+の遊離 が強 く抑制 されて い るこ とが示 された(Fig.4c,d)。
モル モ ッ に おけるcclicnucleotide量に ぽす
感作 モル モ ッ ト肺切片 中 のCAMP及びcGMPの 含量 に及 ぼすoxatomide、ketO
-tifenの効果 につ いて検討 を行 った。対 照群 にお いては、 モルモ ッ ト肺切片 中の
CAMP、cG胛の含量 は、 それぞ れ348.8±3.7及 び31.7±0.4pmoles!gであ
っ泛。何れ の薬物 も、単独 で は両cyclicnucleotidesの含量 に対 して全 ぐ影 響
を及 ぼ さず、cAMPとcGMPの含 量比(A!Gratio)も変 化 しなか った。
抗原 を作用 させ 泛際 には、cAMP含量 は223.9±1.4pmoles1gtissueに減少
し、一 方、cGMP含量 は63.8±3.4pmoles!gtissueへと上昇 し泛。 この結 果、
A!Gratioは著 しく減 少 し泛。oxatomideとketotifenの何れの 薬物 も、抗 原抗
体反応 に よ って惹起 され るcyclicnucleotide含量 の変化 を有意 に抑制 しだが、
その効果 は、ketotifenよりもoxatomideの方が強 力で あ っ痘(Table2>。
生1ラ ッ 心'嬉 への45Caの り'み
新生児 ラ ッ ト心 筋初代培 養細 胞への45Caの 取 り込み に及 ほ1すoxatomide及び
verapamilの効 果を比較 、検討 しだ。 拍動 す る新生 児 ラッ ト心 筋培養細 胞 は、強
力 な45Caの取 り込み を示 した(444.8±29.2dpm!IOscells,n=4)。この
45Ca取り込 み に対 して、verapamilはlnM以上 の濃度 で濃度 に依存 す る強力 な
抑制 作用 を示 し炬。oxatomideも類似 の作用 を示 したが、作用発 現 には1μ 凶 以
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上 の濃度 を必要 とし、 その効果 は
1!100であ っ拒(Fig.5)。
50駕 抑 制 値 で 比 較 す る と、verapamilの約
compounds
μ陛
c酬P
P闕o萋!gtissue
cGMP
prnol/gtissue
A/G
ratio
control 223.9±1.4 63.813.4 3.5
oxatomide0.01
0.1
i
10
256。5±3.5**
331●5±1.3**
333.5±4.2**
357●0±1・2**
68.7±5.3
50。8±4.3*
44.9±3●5**
60.0±6.4
3.7
6.5
7.4
6.0
ketotifenO.1
1
10
100
243.0±4.4**
323.3±0.5**
352.1±2.5**
309.0±1.7**
58.4±1.8
57.1±1.6
50・3±4.4*
40.5±1●6**
4.2
5.7
7.0
?.6
Table2.Effectsofoxatomideandketotifenonthecyclicnucleotide
contentsinthesensitizedguinea-piglungpiecesafterantigen
challenge.Antigen(ovalbumin}wasaddedtoafinalconcentrationof
50uglml.Eachvaluerepresentsthemean±SEMof5samples;eachassay
wascarriedoutinduplicate.Significantlydifferentfromthecontrol
at*pく0。05and**p《0●01.
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輸/
〆
verapnmil
oxatomide
1δ91681671661δ5
concentrationofdrugs(M)
Fig.5.Inhibitoryeffectsofoxatomideandverapamilon45Cauptake
intoculturedneonatalratheartcells.
Eachplotrepresentsthemean±SEMof4experiments.
[考察]
肥 満 細 胞 か らのhistamine遊離 の 際 に は、 細 胞 内Cat+levelの上 昇 は必 須 で
あ る。 細 胞 外 にCa2+を 含 まな い媒 液 中 で の 反 応 の 際 に も、 細 胞 内Cas七 〇reか
らのCa2+の 遊 離 が 惹 起 さ れ 、 種 々な 抗 ア レル ギ ー 薬 の 前 処 置 は、 この 細 胞 内
Ca2+濃度 の 上 昇 を抑 制 す る。 本 章 で は、 化 学 構 造 がdiphenylpiperazine系の
Caantagonistに類 似 したoxatomideに着 目 し、 肥 満 細 胞 内Castoreか らの
Ca2+遊離 に 及 ぼ す 効 果 を 中心 に 、Caantagonist及びketotifenとの 比 較 検 討
を行 っ た。
抗 原 抗 体 反 応 やcompound48!80、A23187とい っ だhistamine遊離 物 質 に よっ
て惹 起 さ れ る ラ ッ ト腹 腔 肥 満 細 胞 か らのhistamine遊離 に対 し、oxatomideが強
力 な 抑 制 作 用 を 有 して お り、 そ の 効 果 はclemastine、promethazine、ketotifen、
astemizolなど よ りも強 力 で あ る こ と が 既 に 示 さ れ て い る[100,101]。本 実 験 に
於 て 、 感 作 モ ル モ ッ ト肺 か らの 抗 原 抗 体 反 応 に よ るhistamine遊離 を抑 制 しだ
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oxatomideの濃 度 は、 既 に 報 告 さ れ て い るoxatomideのhistamine遊離 抑 制 濃
度 と よ く一 致 し拒[100,101]。oxato縦ideとdiphenylpiperadine系Caantago
-nistの化 学 構 造 の 類 似 性 、 お よび 既 存 のCaantagonistでも 抗 ア レル ギ ー 効 果
が 報 告 さ れ て い る こ と な ど よ り、oxatomideの作 用 機 序 の 一 つ と してCaantago
-nistと類 似 しだ細 胞 内 へ のCa2+流 入 を抑 制 す る可 能 性 が考 え られ だ
。 肥 満 細
胞 へ のd5(rq9取り込 み に対 す る抑 制 効 果 をverapa閉ilと比 較 した 際 、compound
48180によ って 惹 起 さ れ る45Ca取 り込 み に対 して 、oxatomideはverapamilよ
りも約1000倍 強 力 な 抑 制 効 果 を 示 しだ。 一 方 、 ラ ッ ト心 筋 初 代 培 養 細 胞 に お け
る45Ca取 り込 み に対 し て、oxatomideの抑 制 効 果 はverapamilの約i1100で
あ っ た 。 こ の こ と は、oxatomideが肥 満 細 胞 に対 して 高 い 選 択 性 を 持 つCaant・
agonistであ る こ と を 示 唆 して い る。
compound48!80は、Ca-freeの媒 液 中 に お い て も、 肥 満 細 胞 内Castoreか ら
Cat+を遊 離 させ る。oxatomide、ketotifenのよ う な 抗 ア レル ギ ー薬 と、vera-
pamil、D-600のよ うなCaantagonistを前 処 置 し、compound48!80のCat+遊
離 抑 制 作 用 を比 較 し 拒 と こ ろ、oxatomideが最 も強 い抑 制 作 用 を示 し た。Ca
antagonistであ るverapamil、1.iiで前 処 置 しだ 肥 満 細 胞 に於 て も、 抑 制 効 果
は観 察 され 炬 が 、ketotifenの作 用 は最 も 弱 か っ た。 この 結 果 、oxatomideや
Caantagonistによ る肥 満 細 胞 か らのhistamine遊離 抑 制 効 果 に は 、 細 胞 外 か ら
のCa流 入 抑 制 作 用 の み な らず 、 細 胞 内Castoreか らのCat+遊 離 抑 制 作 用 も
関 与 して い る こ とが 判 っ だ。oxatomideは、verapamilよりも約10倍 、D-600
よ りも約100倍 強 力 に これ を抑 制 した 。
oxato翻deによ る細 胞 内Castoreか らのCa2+遊 離 抑 制 作 用 は 、 画 像 処 理 を
用 い 滝解 析 に よ って 、 更 に 明 か と な っ た。Ca-free媒液 中 でcompound48!80作
用 下 に 、 肥 満 細 胞 内Castoreか ら速 や か にCat遊 離 が 惹 起 さ れ るが 、1μ 凹
oxatomide前処 置 に よ って 、 細 胞 内Castoreか らのCa2+遊 離 は ほ ぼ 完 全 に 抑
制 さ れ 、 細 胞 内 に お け るCat+の 分 布 も 、 対 照 細 胞 で の 分 布 と極 め て 類 似 し泛。
肥 満 細 胞 か らのhistamine遊離 に 際 して は、 細 胞 内 のcAMPlevelが低 下 す る
が・theophyllineやdibutyrylCAMP(db-cAMP)のよ うな 細 胞 内cAMPlevelを
上 昇 さ せ る薬 物 は、 細 胞 内Castoreか らのCat遊 離 を抑 制 し、histamine遊
離 を抑 制 す る こ と が 知 られ て い る[72,90]。一 方 、 牛 の 培 養chroigaffincellや
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ラ ッ ト肝 細 胞 を 用 い だ実 験 か ら、muscarinicな刺 激 やcalciumionophoreの作
用 下 に細 胞 内Cat+levelが 上 昇 す る と、 細 胞 内cGMP含 量 が 増 加 す る こ と も 示
され て い る[102,103]。こ れ は 、Cat+取 り込 み に と も な うguanylatecyclase
活 性 の 増 大 に 起 因 す る と考 え られ て い る。 こ の 炬め 、 細 胞 内 のcGMPlevelは、
細胞 がCat+levelの上昇 に よって 活性化 され てい そ事 を示す一 つの指標 とな り
得 る。感作 モル モ ッ ト肺切 片 に おけ る抗原 抗体反 応の結 果、cAMP含量の 低下 と
cGMP含量 の上昇 が観察 され、A!Gratioは低下 した。oxatomide、ketotifenの
両薬物 とも、 単独 では これ らのcyclicnucleotide含量 に何 ら変化 を及 ぼ さなか
ったが、抗原 抗体反 応 によ って惹 起 され る変化 に対 して はCAMP含量 の低下 、
cGMP含量の上 昇 のいずれ も抑制 した。両 薬物 とも、 細 胞 内Cat+濃度 の上昇 を抑
制 す るこ とが示 され てお り、 ここで観察 され だcGMP濃度 上昇 に対す る抑 制効 果
は、細胞 内Ca2+濃度上 昇 が抑制 され だ だめ とも考 え られ る。 ま叛、CAMP含量の
低下 を抑 制 す る作用 は、細胞 内CastoreからのCap+遊離 に対 して抑 制的 な効
果 を及ぼす もの と考 え られ だ。
本 章 にお ける実 験の結果 よ り、oxatomideは細胞外 か らのCat+流入抑制 と細
胞 内CastoreからのCat+遊 離 を強 く抑制 す る ことが示 され た。 まだ、vera-
pamilやD-600のようなCaantagonistは、肥満 細胞 に作用 して、細胞 内Ca
storeからのCat+遊離 を抑 制 す るこ とも示 され た。 しか し、 肥満細胞 に対 す る
verapamilの効 果 は、 心筋培養細 胞 に対す る効果 よ りもかな り弱か っ炬。oxato-
wideの場合 は丁度逆 の関係 が成立 し、細 胞種 に よって薬 物の 効果が かな り異な っ
てい る事 が明 らか にな っだ。
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[結語]
肥満細 胞 か らのhistamine遊離 反応 に おいて は、細胞 膜の表面 におけ る刺激情
報 の認識 が 、反応開 始の 第一 段 階 であ る。 これ に続 いて細胞膜 を介 した情報伝達
が生 じ、細 胞内 へ と刺 激情報 が伝達 され るもの と考 え られ る。細胞 内 でsecond
messenger'として作 用 するの はCa2千で ある と考 え られ てお り、細胞 骨格や
calmodulinといったCa2+に 依存 した細 胞機能 調節 因子 を活性 化 し、最終的に
histamine遊離 に至 るもの と考 え られ てい る。
肥満細 胞か らのhistamine遊離 を惹 起 す る抗 原抗体 反応 やcompound48/80の
作用下 に 、肥満細 胞 の膜透過 性 が上昇 するこ とは、電 気生理学 的 な研 究 か ら示 さ
れ てきて いたが 、本研 究 にお いて、 この様 な反応 の際 には細胞膜 の流動 性 が上昇
す ること が示 された 。特 に、細胞膜 の リン脂質 二重層 にお ける流 動性 の上昇が生
じている ことが、 リン脂質 二 重層 を蛍 光 ラベル した蛍光 偏 光解消法 に よって明 か
とな った。 これ が、細胞膜表 面 に おけ るIgEreceptor・のcross-bridgingや
aggregationを可能 と し、細 胞膜 の透 過性 を上昇 させる主要 な要因 に なることが
考 え られ た。
細胞膜 の透 過性 、流動性 の 上昇 とい うよ うな物理 的性 質の変化 が、細 胞膜 の リ
ン脂質二重 層 に おい て生 じてい るこ とが示唆 され たため 、 モデ ル膜 系 を用いた解
析:を行 った結果 、抗 原抗体反 応やcompound48/80の作 用下 に、人工的 な膜モデ
ル であ るliposomeやblacklipidmembraneの膜 透過 性及 ひ膜流動性 が上昇 し
た。 この よ うな膜流 動性 及び 膜透過 性 の上昇 に対 して、 抗 ア レル ギー薬 は抑制的
な 作用 を示 す こ とも示 され た。肥満 細胞 か らのhis七a旧ille遊離の際 に は、細胞膜
流動性 及び 透過性 亢 進の結果 、細胞 内へ の イオ ン流入 が生 じ、 これがhistamine
遊離 のtriggerとな りうると考 え られ た。抗 ア レルギー 薬 は、 リン脂質 二重層 に
対 す る膜 安 定 化効 果 に よって、histamine遊離 反 応初期 の細 胞膜 に生 じるper-
turbationを抑制 す る ことが 示唆 され た。
細胞膜 リン脂質 二 重層 にお け る情報 伝達機 構 と して、 リン脂質 を基質 と した種
々な酵素 反応 が想 定 きれ てい る。 しか し、 肥満細 胞 か らのhistamine遊離反応 は、
特 に能動 感 作 ざれた細胞 や 、compound48/80のようなhistamine遊離物質 を用
いた場合 には、数秒 以 内にplateauに達 す るとい う極 め て速 や かな反応 である。
この速 い立 ち上が りを、何段 階に もわた るstepを 経 る よ うな生 化学 的反応では、
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適切 に説 明す ることは困難 で あ る。 抗原抗 体 反応 やhistamine遊離物 質に よる刺
激 に続 いて 、 リン脂 質の メチル 化反 応 が生U.細 胞膜 の流動性 が上昇 す るとい う
仮 説 は 、反応 の進行 に時間 が かか る こ とや、 生 成 され るメチル 化 リン脂質 の量 が
少 な い と批 判 され てい るが、 メチ ル化 リン脂 質 が細胞膜 リン脂質二重 層 の透 過性
に どの 様 な影響 を及ぼ すの か に つい ては 、直 接 的 な証 明 はなされ てい なか った。
ま た、細胞 の活 性化 にともな って活 性 化 を受 け るphospholipaseへ2の代謝 産物
であ るlysophosphatidylcholine(lyso-PC)が膜流 動性 、膜透過 性 を上 昇 させる
と い うこ とが想定 され ていた が、現 実 の細胞 に お いて生 じ得 る1yso-PC'の量 はか
な り少 な い ため、 これ に対 す る疑問 も提出 され て いた。 この様な点 に つ いて、 メ
チル化 リン脂質 及びi路o-PCの 作用 を モデ ル膜 を用 いて検討 し」L結果 、何 れも リ
ン脂質 二 重層 に対す る膜安定 化効果 を示 ずこ とが判 明 した。 また、1yso-PCは、
肥 満細 胞 か らのhistamine遊離 反応 を抑制 する こ とも示 され だ。
以上 の よ うな知見 よ り、 肥満 細胞 か らのhistamine遊離反応 が開始 され る初期
の 反応 段 階 では 、 リン脂質 二 重層 を中 心 に した生 物物理 的 なprocessも重要な役
割 を果 たす ことが示 唆 され た。
肥満 細 胞 か らのhistamine遊離反応 の開 始段 階 では、細 胞内 のCa2+levelが
上 昇 す る こ とが必須 で あ り、特 に、Ca-freeの条 件下 で生 じるhistamine遊離反
応 にお い ては、細胞 内C.astoreからのCat+遊 離 が重 要 であ ると考 え られてい
る。 この 点 に ついて、Ca2+とcheiate結合 して強 い蛍 光 を発 す る色 素 である
quin2を肥 満細胞 に取 り込 ませ 、microfluflrometry及び画像 処理の手 法 を用 い
て検討 した。その結 果 、細 胞 がrestingの状態 で は、細 胞内のCa2+は細 胞質 に
低 レベ ル で分 布Uて お り、核 や顆粒 内のCat+は 細 胞質 よ りも低 いこ とが判明 し
た。 この 細胞 をhistamine遊離物質 で 刺激 した 際 には、細胞 内Castoreから細
胞 質全 体 へ と広が るCa2+の 速やか な遊離 が 生 じてい る ことが証明 され た。 また、
抗 ア レル ギ ー作 用を持 った薬 物 は、細胞 内CastareからのCat+遊 離 を抑制 す
る こ とも示 され た。
本研 究 に おけ る肥 満細胞 の刺 激応 答 機構の 解析 か ら、 肥満細 胞か らのhista-
mine遊離反 応 にお いて は、細 胞膜 リン脂質 二重 層 のperturbationが生 じて細胞
膜 の流 動 性 及び 膜透 過性 が亢 進 す る事 、 これ に続 いて細 胞内Castareからの
Cat+の遊離 が生 じ、 細胞の活 性化 が起 きる事が 示 され た。 ある種 の抗 ア レル ギー
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薬はこの様な細胞の初期活性化段階を抑制することにより、肥満細胞からの
histamine遊離反応を抑制することも明かとなった。
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